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编者 的话 


本 书 是 中 国生 物化 学 会 在 青岛 召开 的 第 一 次 糖 的 生化 学 术 会 
议 的 产物 , 也 是 近 几 年 内 ,我 国 老 一 辈 生 化 学 家 对 糖 的 研究 不 断 倡 
导 和 支持 的 结果 . 

随 着 人 们 对 多 糖 和 糖 结合 物 在 生命 科学 和 实际 应 用 中 的 作用 
HEM, 以 及 多 糖 研究 的 莲 勃 开展 ,复合 多 糖 研究 技术 亦 有 迅速 的 
发 展 和 改进 . 我 国 糖 的 研究 , 也 正在 发 展 之 中 .从 本 书 所 反映 的 内 
容 可 以 看 出 , 由 于 勤奋 的 工作 和 不 屈 不 挠 的 努力 , 一 些 实验 室 已 经 
在 糖 的 分 析 、 分 离 方法 , 各 种 类 型 色谱 、 电 泳 , 糖 链 结构 分 析 , 糖苷 
酶 , 各 种 特殊 来 源 的 多 糖 , 凝集 素 和 糖 脂 等 方面 ,建立 了 不 少 方法 . 
其 中 有 的 实验 室 已 在 这 个 领域 工作 多 年 , 有 了 相当 的 经 验 . 还 有 
更 多 的 实验 室 则 刚刚 开始 ， 或 出 于 各 自 工 作 的 需要 准备 开展 一 些 
涉及 糖 的 研究 工作 . 这 样 ， 有 一 本 糖 的 研究 技术 的 书 以 供 随时 查 
阅 ,是 多 糖 研究 工作 者 的 共同 愿望 . 

本 书 的 内 容 不 求全 , 而 力求 其 可 靠 性 和 可 行 性 ， 也 就 是 说 ,本 
书 没 有 全 面包 括 糖 的 研究 中 已 有 的 各 种 方法 ; 书 内 介绍 的 方法 ,大 
部 分 是 作者 在 实验 室 亲 自动 手 做 过 的 ,可 以 得 到 相应 结果 的 . 这 
样 做 的 目的 是 使 读者 可 以 有 一 本 供 实验 室 使 用 的 方法 书 ， 实 验 中 
如 遇 到 问题 可 以 向 作者 查询 、 磋 商 ， 同 时 , 也 正 因为 这 样 , 本 书 也 
从 一 定 角度 反映 了 我 国 糖 的 研究 在 目前 的 水 平和 状况 。 希望 随 着 
我 国 精 的 研究 工作 的 不 断 发 展 ， 将 会 有 方法 学 方面 的 续 编 陆 续 问 
世 . 

书 内 提 到 的 一 些 特殊 生化 试剂 ， 标 出 生产 厂家 仅仅 是 表明 作 
者 在 自己 实验 中 用 的 是 该 厂 产 品 , 可 以 得 到 文 内 所 述 的 结果 . 近 
几 年 来 ,已 有 越 来 越 多 的 生化 试剂 可 以 有 国内 厂家 生产 的 产品 ,请 


读者 在 使 用 中 注意 规格 、 型 号 的 相应 关系 . 

作为 一 本 方法 书 , 应 该 是 正确 无 误 的 ,但 是 由 于 编者 的 水 平等 
原因 , 可 能 出 现 一 些 错误 , 请 读者 给 予 指正 . 

在 本 书 的 出 版 过 程 中 ， 承 中 国生 化 学 会 者 士 龙 同志 给 予 大 力 
支持 , 又 承 郭 虹 、 郭 秋 鹏 同志 给 予 帮 助 , 谭 向 他 们 致 以 谢意 . 
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糖 类 的 研究 经 过 一 个 相对 寂静 时 期 以 后 ， 近 二 十 多 年 来 又 活 
路 起 来 了 .过 去 认为 糖 类 在 生物 体内 的 作用 主要 是 作为 能 量 资 ， 
源 , 例如 动物 体内 储存 的 糖 元 和 植物 体内 储存 的 淀粉 ; 或 者 是 作为 
结构 材料 , 例如 植物 细胞 的 纤维 素 等 . 近来 由 于 多 糖 以 及 糖 结合 
物 的 分 离 、 纯 化 、 组 分 测定 和 结构 分 析 有 了 长 足 的 进步 ,同时 由 于 
对 糖 类 的 生物 学 功能 有 了 新 的 认识 , 例如 糖 结合 物 在 细胞 识别 、 细 
胞 间 物 质 运输 和 对 免疫 功能 的 调节 等 方面 的 作用 ， 因 此 关于 糖 类 
的 研究 又 引起 人 们 的 重视 . 
糖 类 的 研究 工作 和 和 蛋白质、 核酸 的 研究 工作 相 比 , 在 我 国 还 是 
一 个 薄弱 的 环节 . 1982 年 中 国生 物化 学 会 在 青岛 召开 了 第 一 次 
糖 的 生化 学 术 会 议 ， 在 会 议 上 , 五 十 多 篇 论文 的 报告 和 讨论 反映 
了 我 国 目前 糖 的 生化 研究 方面 的 成 就 ， 也 说 明 我 国 这 方面 的 研究 
工作 已 经 有 了 一 个 较 好 的 开端 . 这 次 学 术 会 议 对 于 糖 类 研究 工作 
的 开展 ， 无 疑 将 会 起 推动 作用 ， 本 书 是 这 次 学 术 会 议 建 议 编写 的 
一 本 关于 糖化 学 和 生化 研究 的 工具 书 .生物 化 学 研究 工作 的 开展 ， 
在 很 大 程度 上 取决 于 实验 方法 和 研究 技术 的 掌握 .参加 本 书 编写 
工作 的 作者 都 是 在 糖 类 领域 里 从 事 研 究 的 生化 工作 者 ， 具 有 第 一 
手 的 经 验 . 列 入 本 书 的 实验 研究 方法 , 大 多 数 是 作者 在 自己 实验 
Shh. 这 本 工具 书 的 出 版 ， 将 会 起 到 交流 各 自 经 验 和 心得 的 
作用 ; 对 于 准备 参加 糖 类 生化 研究 的 新 手 来 说 , 也 可 以 收 到 事 半 功 
倍 的 效果 . 
本 书 在 总 论 中 介绍 糖 类 的 分 离 、 测 定 、 结 构 分 析 的 常用 方法 ， 
也 包括 近年 发 展 起 来 的 气相 色谱 高效 液 相 色谱 、 质 谱 、 红 外 光谱 ， 
核磁 共振 等 新 方法 .一 些 糖 苷 酶 类 和 结构 分 析 用 的 工具 酶 的 分 离 
i. 和 
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纯化 方法 也 在 总 论 中 作 了 介绍 . 在 各 论 中 , 介绍 真菌 .酵母 等 微 生 
DAE, 植物 多 糖 , 褐藻 、 红 熙 、 海 带 等 海藻 多 糖 ,以 及 蛋白 聚 糖 、 神 
经 攻 糖 脂 、 凝 集 素 等 的 分 离 、 纯 化 、 鉴 定 等 研究 方法 . 各 论 中 列举 
的 材料 , 大 都 是 我 国产 的 多 糖 和 糖 结合 物 ， 为 了 读者 方便 , 本 书 最 
后 还 对 糖 类 生化 的 文献 作 了 简单 介绍 . 

我 国 地 大 物 博 , 糖 类 资源 也 很 丰富 ,而 且 有 些 真菌 多 糖 还 对 生 
物体 具有 独特 的 生理 作用 , 可 以 作为 药 用 资源 . 随 着 社会 主义 现 
代 化 建设 的 开创 , 各 个 地 区 和 海洋 资源 的 开发 , 糖 类 研究 必 将 越 来 
越 受 到 人 们 的 重视 希望 这 本 工具 书 的 问世 ， 能 加 速 我 国 糖 类 基 
础 和 应 用 研究 的 发 展 , 为 社会 主义 现代 化 建设 服务 . 
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2. 凝集 素 活力 及 纯度 鉴定 的 一 般 方法 ppp 


(一 ) 标 记 凝 集 素 的 制备 :oo 
1. 放射 性 标记 凝集 素 pp 
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糖 的 定量 测定 


为 了 鉴定 和 测定 生物 材料 中 微量 的 碳水 化 合 物 ， 必 须 应 用 高 
度 灵敏 和 高 度 特异 性 的 方法 ， 由 于 还 原 糖 都 含有 自由 如 
萄 糖 ) 或 酮 基 (如 果糖 ) ， 在 碱 性 溶液 中 ，j 
Cu Hg”、Ag- 等 ) 或 某 些 试剂 还 原 ， Ti HEALY CM PPI 
REAG, A, HRS A RRA, 
这 些 化 合 物 再 与 酚 类 或 胺 类 化 合 物 作用 ,生成 有 特殊 颜色 的 物质 . 
以 上 两 点 特性 常 成 芍 测 定 糖 含量 的 各 种 方法 的 依据 ， 此 外 还 有 一 
类 具有 高 度 专 一 性 和 灵敏 度 的 酶 法 测 糖 方法 . 

糖 测 定 方法 有 许多 种 , 在 实际 工作 中 可 根据 被 测 材料 的 种 类 、 
要 求 、 条 件 等 , 选择 其 中 一 种 或 几 种 , 但 不 论 采 用 哪 种 方法 ,都 应 考 
虑 以 下 几 点 , 即 重复 性 好 , 操作 简单 , 特异 性 好 , 灵敏 度 高 ,经 济 . 

( 张 树 政 ) 


(一 ) 根 据 糖 的 还 原 性 进行 测定 

1. 3, 5-=ah Kk HM (DNS) BH 

在 碱 性 溶液 中 ,3，5- 二 硝 基 水 杨 酸 与 还 原 糖 共 热 后 被 还 原 成 
棕 红色 氨基 化 合 物 ， 在 一 定 范围 内 还 原 糖 的 量 与 反应 液 的 颜色 强 
度 呈 比例 关系 ,利用 比 色 法 可 测定 样品 中 的 含 糖 量 . 


OH NO, : OH NH; 


NO, 


NC, 
(DNS) (3- 氨 基 -5- 硝 基 水 杨 酸 ) ， 
黄色 棕 红色 


【试剂 】 
8, 5- 二 硝 基 水 杨 酸 试剂 配 法 如 下 : 


3，5- 二 硝 基 水 杨 酸 1% 
苯酚 0.2% 
亚硫酸钠 0.05% 
AAA 1% 
酒石酸 钾 钠 20% 
配 好 后 存 棕色 瓶 中 一 周 后 稳定 。 

【操作 ]】 


取 待 测 样品 (Ae BE 50~ 100g) 和 对 照 (EMBARK) & LL, 分 别 
加 入 3mL 的 DNS 试剂 ,沸水 浴 者 沸 15 分 钟 显 色 , 冷却 后 用 燕 久 
水 稀释 至 35 mL, 用 72 型 分 光 光度 计 比 色 (550 nm)， 以 对 照 液 调 
零点 、 用 预先 以 葡萄 糖 做 好 的 标准 曲线 即 可 计算 出 样品 中 糖 含量 
(和 葡萄糖 溶液 的 浓度 范围 0.4~1mg/mL). 

该 方法 是 半 微量 定 糖 法 , 操作 简便 ` 快 速 ,杂质 干扰 较 少 ,尤其 
适合 于 批量 测定 ,例如 用 于 糖化 酶 发 酵 过 程 中 糖 的 分 析 : 

【讨论 

(1) 若 待 测 样品 中 含 酸 ,可 加 入 2% 的 氧 氧化 钠 . 

(2) 显 色 剂 不 能 放置 过 久 , 否则 ,标准 曲线 变动 . 

[文献 】 


Sumner, J. B. et al., Laboratory Experiments in Biological Chemistry, 
Academic Press Inc., New York, p. 38, 1949. 
Reese, E. T. et al., Methods in Carbohydrete Chemistry, by Whistler, R. L., 
Academic Press, 3: 141 (1963) . 
(XH HB) 


2. Somogyi—Nelson 法 

还 原 糖 将 铀 试剂 还 原生 成 氧化 亚 铜 ， 在 浓 硫 酸 存在 下 与 砷 钼 
酸 生成 蓝 色 溶 液 ,在 560nm 下 的 光 密 度 与 还 原 糖 浓度 呈 比 例 关 系 . 

(i) 2Cu?*+ JRF 一 > CusO 

Gi) Cu,O+H.SO, 一 > Cut , 

(iii) 20u*+ MoO; +SO;-—> 20u**+ KARR 


e 4B 


【试剂 】 

铜 试剂 A: 将 25g 无 水 碳酸 钠 、25g 四 水 合 酒石酸 钾 钠 , 20g 
碳酸 氢 钠 和 200g 无 水 硫酸 钠 溶 解 在 800mz 蒸馏水 中 , 待 全 溶 后 
稀释 到 1000 mLI,， 在 不 低 于 20?0 室温 下 放置 , 如 有 沉淀 可 过 滤 除 
&. 

铜 试剂 B: 配制 15% Bit M Hd (CuSO,-5H,0), 4 100 mL % 
液 中 滴 加 工 ~2 滴 浓 硫 酸 . 

砷 钼 酸 盐 显 色 剂 : 溶解 25g 钼 酸 钠 在 450 mL ARK, FEE 
拌 下 加 入 21 mL YR Fi BM, I 25mL 砷 酸 钠 溶液 38g NasHAsO,- 
TH.O 溶解 在 25mz 7k), IAI, 37°C 保温 24 小 时 或 55'C FR 
温 25 分 钟 , 此 试剂 放 在 棕色 有 玻璃 盖 的 瓶 中 . 

【操作 】 

1mDL 样品 液 置 于 25mL 磨 口试 管 中 ， 加 入 1mL 铜 试剂 
(25mL A 二 ILmL B, 现 用 现 配 ) ， 用 水 做 空白 对 照 . 充分 混 义 ,在 
沸水 浴 中 加 热 20 分 钟 ,用 冷水 冷 至 室温 ， Ml mL PARRA, 
用 蒸 饮 水 稀释 至 25 mL, 在 560 nm 处 测定 光 密 度 ， 用 预先 以 葡萄 
糖 做 好 的 标准 曲线 即 可 计算 出 样品 中 还 原粮 含量 . 

【讨论 】 

此 方法 重复 性 较 好 ， 产 物 稳 定 ， 测 定 范围 10~~180wg. 我 们 
用 此 方法 测定 了 糖化 酶 和 其 他 糖苷 酶 的 酶 活力 ， 其 测定 范围 以 
25~50 we/mL 为 宜 。 

【文献 】 


Nelson, N., J. Biol. Chem., 158:375 (1944) 。 
Ashwell, G., Methods in Enzymology ed. by Colowick, S. P. et al., Academic 
Press, New York, 8: 85 (1957) , 


(X#B) 
(二 ) 将 糖 转变 成 糖 醛 衍 生物 进行 测定 
1. +e (orcinol)—AA MIE 
糖 经 浓 无 机 酸 处 理 脱水 产生 糠 醛 ( 戊 糖 ) BORE TT AE By Ch 28 

甲 基 糠 醛 )(\ 已 糖 ) ,生成 物 能 与 酚 类 化 合 物 缩合 生成 有 色 物 质 : 

5 B~ 


C—CHO 
O 


Fe FA SE GRRE 


” 通 稼 使 用 的 无 机 酸 为 硫酸 , 常用 的 酚 为 o 蔡 酚 、 地 衣 酚 、 间 茶 
=H. 

【试剂 】 

(1) WKH - RAH: 

1) 60% 硫酸 : 将 600 mL 冷却 到 40 WR mR b HIM AD 
400 mL % 7k, 4°O 贮存 . 

2) 1.6% 地 衣 酚 水 溶液 置 CRA. WK PAT 
酚 ) ,北京 化 工厂 产品 ,用 前 须 从 葵 中 重 结晶 , 必要 时 可 用 活性 痰 脱 
色 。 
使 用 前 将 7.5mL 60% 硫酸 加 入 到 荆 mL 地 衣 酚 水 溶液 中 ， 
即 为 地 衣 酚 -硫酸 试剂 . 

(2) 标准 糖 溶 液 : 配 成 已 知 浓度 的 甘露 糖 (或 葡萄 糖 ) 水 溶液 ， 
NF, 如 果 已 经 知道 糖 蛋白 中 各 种 单 糖 比例 ,最 好 按 其 比例 配 成 已 
知 糖 的 混合 物 , 预先 做 好 标准 曲线 . 

【操作 和】 

#F 8.5mL 冷却 到 4°C 的 地 衣 酚 -硫酸 试剂 分 别 加 到 工 mE 标 
准 糖 溶液 和 含有 50~500 ug 糖 的 样品 中 , 试管 向 上 三 分 之 二 处 预 
先 拉 一 细 颈 , 再 将 一 小 试管 放 在 大 试管 的 细 颈 处 ,小 管内 放 少 量 冷 
水 ,成 为 一 个 冷却 器 . 所 有 管 (包括 空白 ) 都 同时 放 入 80 水浴 中 
加 热 15 分 钟 ( 如 样品 中 含有 葡萄 糖 则 必须 继续 加 热 45 分 钟 , 因为 
葡萄 糖 显 色 比 其 他 糖 慢 ), 流动 水 冷却 , 在 505nm 处 测定 ， 用 预先 
以 甘露 糖 做 好 的 标准 曲线 可 计算 出 样品 中 糖 含 量 . 200 we 甘露 
糖 在 505nm 给 出 的 光 密 度 值 约 为 0.51\Lcn 光 程 )， 


o 4 。 


Cite) 

1) 该 方法 操作 简便 ， 目 前 已 广泛 用 于 测定 糖 蛋白 中 总 糖 含 
量 , 例如 测定 葡萄 糖 氧化 酶 、o- 淀 粉 酶 、 黑 曲霉 葡萄 糖 淀 粉 酶 、 根 
霉 葡萄 糖 淀 粉 酶 中 的 糖 含量 , 同时 也 测定 了 一 些 卵 蛋白 、 硫 酸软 骨 
素 等 物质 中 的 糖 仿 量 . 

(2) 该 方法 的 缺点 是 ,氨基 糖 存在 可 导致 颜色 降低 ,大 量 的 色 
氮 酸 存在 也 可 导致 一 些 误差 ,但 对 中 性 糖 的 测定 结果 是 可 苇 的 . 

【文献 】 


Francois, C. et al., Biochem. J., 83:335 (1962) 。 
Marshall, R. D. et al., Glycoproteins ed. by A. Gottschalk, Elsevier publishing 
company, Amsterdam, 1972, p. 283, 


(R#E) 
2. 成 糖 的 测定 (地 衣 酚 法 ) 
戊 糖 与 氯 化 高 铁 盐 酸 溶液 或 硫酸 铁 匀 盐 酸 溶液 一 起 加 热 ， 与， 
地 衣 酚 试剂 反应 ， 形 成 蓝 绿色 溶液 ， 用 比 色 法 定量 测定 成 糖 含 
量 . | 
【试剂 】 
0.1% 三 氯 化 铁 浓 盐 酸 溶液 . 
100 mg/mL 地 衣 酚 试剂 : 取 1g 重 结晶 的 地 衣 酚 (从 苯 中 
重 结 唱 ) 用 95% 乙醇 溶解 定 容 至 10mzL 即 得 ， 使 用 时 临时 配制 . 
50g/mL 的 木 糖 标准 溶液 . 
(22/6) 
F 38mL FFA 10~30 ug 五 碳 糖 的 试 液 中 加 入 3mL0.1% = 
毛 化 铁 盐酸 溶液 , 然后 再 加 入 0.38mL 新 鲜 配 制 的 地 衣 酚 溶液 , 置 
沸水 浴 中 40 分 钟 ， 冷 却 ( 必 要 时 可 稀释 到 一 定 体积 ) ， 在 670nm 
处 测定 ,用 预先 以 木 糖 做 好 的 标准 曲线 即 可 计算 出 戊 糖 含 量 . (在 
加 热 时 , 可 用 带 玻璃 塞 的 试管 以 防 蒸发 . ) 
【讨论 】 
此 方法 可 用 于 测定 五 碳 糖 ,方法 简单 . 缺点 是 灵敏 度 较 低 , 且 
因 和 蛋白质、 杂粮 等 干扰 不 易 测 准确 . 


【文献 】 
Mejbaum, W., Z. Physiol. Chem., 258:117 (1939). 
Ashwell, G., Methods in Enzymology. by Colowick, 8S. P., et al., Academie 
press, New York, 3: 87 (1957). 


(XH H) 


3. 苯酚 -硫酸 法 
苯酚 -硫酸 试剂 可 与 游离 的 或 寡 糖 、 多 糖 中 的 已 糖 、 糖 醛 酸 (或 
REED) 起 显 色 反应 ， 已 糖 在 490nm 处 ( 戊 糖 及 糖 醛 酸 在 
480nm) 有 最 大 吸收 ,吸收 值 与 糖 含量 呈 线 性 关系 . 
【试剂 】 
浓 硫 酸 : 2d BT HE, 95.5% . 
80% HE}. 80 克 共 酚 (APT AAR IRI) IM 20 克 水 使 之 
溶解 .可 置 冰箱 中 避 光 长 期 贮存 . 
6% FEB}: 临 用 前 以 80% 苯酚 配制 . 
标准 葡 聚 糖 (Dextran， 瑞 典 Pharmacia) ， 或 分 析 纯 葡萄 
糖 . 
【操作 】 
(1) 制作 标准 曲线 :准确 称 取 标 准 区 聚 糖 (或 葡萄 糖 ) 20mg 


. F500mL 容量 瓶 中 , 加 水 至 刻度 , 分 别 吸 取 0.4.、0.6、0.8、1.0、 


1.2,1.4,1.6 R1.8mL, WKF 2.0mL, RAMA 6S AG 
1.0mL RRR 5.0 mL, 静止 10H, HA, 室温 放置 20 分 钟 
以 后 于 490nm 测 光 密度 ， 以 2.0mz 水 按 同样 显 色 操 桥 为 空白 ， 
横 坐 标 为 多 糖 微 克 数 , 纵 坐 标 为 光 密 度 值 , 得 标准 曲线 ， 

(2) 样品 含量 测定 : 吸取 样品 液 二 .0mL (相当 于 40wg 左 右 
的 多 糖 ) , 按 上 述 步 又 操作 , 测 光 密 度 , 以 标准 曲线 计算 多 糖 含量 . 

【讨论 】 

(1) 此 方法 简单 ,快速 , 灵敏 , 重复 性 好 , 对 每 神 糖 仅 需 制 作 一 
条 标准 曲线 , 颜色 持久 . 

(2) 制 做 标准 曲线 宜 用 相应 的 标准 多 糖 ， 如 用 葡萄 糖 制 标准 
曲线 , 应 以 校正 系数 0.9 校正 糖 的 we Be, 对 其 他 同 多 糖 亦 如 此 . 
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(3) 对 杂 多 糖 ， 分 析 结 果 可 根据 各 单 糖 的 组 成 比 及 主要 组 分 
单 糖 的 标准 曲线 的 校正 系数 加 以 校正 计算 , 可 得 较 满 意 结果 . 
工 文 献 】 


Dubis, M., et al., Anal. Chem., 28; 350(1956) . 


CK RH) 

4, BM-RMRA 

糖 类 遇 浓 硫酸 脱水 生成 糖 醛 或 其 衍生 物 ， 可 与 意 酮 试剂 缩合 
产生 颜色 物质 , 反应 后 溶液 旺 蓝 绿色 , 于 620nm 处 有 最 大 吸收 ， 
显 色 与 多 糖 含量 呈 线 性 关系 . 

【试剂 】 

2¢/L Baa iA, 溶解 2g AMAT MR (A. R. 95.5%) 中 , 当 
日 配制 使 用 . 

0.1g/L AA (Dextran, Fast Pharmacia) 溶液 (可 加 数 滴 
甲苯 防腐 ) . 

【操作 】 

(1) 制作 标准 曲线 ， 取 0.1g/ 工 的 葡 聚 糖 溶液 0.05、0.10、 
0.20, 0.30,0.40_ 0.60, 0.80mL, Fei 7kF4hB1.00mL, 分别 
MA 4.00 mL AMAR, RHRT KK Hew, SIs 
起 浸 于 沸水 浴 中 ， 管 口 加 盖 玻 璃 球 ， 以 防 蒸发 ， 自 水 浴 重 新 煮沸 
起 , 准确 煮沸 10 分 钟 取出 ,用 自来水 冷却 ,室温 放置 10 分 钟 左 右 ， 
F 620nm 比 色 ， 以 同样 处 理 的 重 蒸 人 馅 水 为 空白 , 进行 比 色 ， 以 光 
密度 为 纵 坐 标 , 糖 的 含量 微克 数 为 横 坐 标 , 得 标准 曲线 . 

(2) 样品 含量 测定 ， 取 糖 浓 度 507wg/mEL 左 右 的 样品 溶液 
1.00mL, 加 入 意 酮 试剂 , 同 标准 曲线 制作 之 操作 , 比 色 测 定 . 根据 
标准 曲线 和 样品 浓度 计算 含量 . 

【讨论 】 

本 方法 可 用 于 多 糖 、 单 糖 含量 测定 . 色 氮 酸 含量 较 高 的 蛋白 
质 对 显 色 反 应 有 一 定 干扰 . 

【文献 】 


Brode, W. R., Chemical Spectroscopy, 2nd ed. 
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(三 ) 酶 法 测定 糖 

葡 欧 糖 氧 化 酶 法 测 葡 欧 塘 

葡萄 糖 氧化 酶 专 一 地 氧化 6- 葡 萄 糖 (在 殴 萄 糖 溶液 中 = 
萄 糖 和 -葡萄糖 存在 着 动态 平衡 , 随 着 B- 葡 萄 糖 的 被 氧化 ， 最 终 
所 有 o- 型 全 部 转变 成 B- 型 而 被 酶 所 氧化 ) ， 生 成 葡萄 糖 酸 和 过 氧 
A, ZARA AN EN, 过 氧化 物 酶 催化 过 氧化 所 氧化 
某 些 物质 (如 联 [ 邻 ] 甲 氧 蘑 胺 、 联 [ 邻 ] 甲 苯胺 < BL WR 
等 ) , 这 些 物 质 氧 化 后 从 无 色 转 变 成 有 色 ， 通 过 比 色 计算 出 葡萄 糖 


含量 . 
B-D- 葡 萄 糖 十 也 :0 十 Os D- 葡 萄 糖 酸 十 豆 s30。 
WA ys 


H202+ 8 a eB} 一 一 氧化 型 染料 
(无 色 ) (有 色 或 有 荧光 ) 


葡萄 糖 氧化 酶 


【试剂 】 

葡萄 糖 氧 化 酶 试剂 组 成 如 下 ; 

(1) 葡萄 糖 氧 化 酶 液 (110 单位 /mTL): 10 mL, 

(2) 过 氧化 物 酶 (上海 东风 试剂 厂 生产 的 状 根 过 氧化 物 酶 ): 

25mg YF 14mL 水 中 . 

(3) 联 ( 邻 ) 苘 香 胺 (OilsHieOsNa， 即 联 甲 氧 基 苯胺 )30mg 洲 
F6mL95% 乙醇 中 . 

(4) Tris- 甘 油 缓 冲 液 ( 由 0.5mol/ 工 pH7.0 的 Tri 组 种 
液 加 等 体积 的 甘油 混合 )70 mL (Tris 缓冲 液 ，61g Trist+85mL . 
5mol/L HCl, 用 水 稀释 到 1000 mL) . 

混合 上 述 四 种 成 分 ,总 体积 为 100 mL, 

【操作 ]】 

取 2mL 样品 液 放 入 试管 中 ， 加 入 2zmL 葡萄 糖 氧 化 酶 试剂 ， 
87°C KYW 30 分 钟 ， 加 入 4mL2.5mol/ 工 的 硫酸 终止 反应 ， 
摇 匀 ， 用 72 型 分 光 光 度 计 于 525nm 处 测定 , 按 预 匈 用 葡萄 糖 做 
好 的 标准 曲线 计算 出 葡萄 糖 量 (用 蒸馏水 做 对 照 ). 

此 方法 专 一 性 高 ,灵敏 ,生成 的 颜色 在 12 小 时 内 稳定 ,适用 于 
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a 


测定 生成 葡萄 糖 的 各 种 酶 反应 ， 如 果 反 应 液 中 有 其 他 还 原 物 质 存 


在 时 更 显 出 此 法 的 优越 性 . 

【讨论 】 

(1) 在 绘制 标准 曲线 时 ， 葡 萄 糖 浓度 在 0~90wg/mL 范围 
A, 标准 曲线 为 通过 原点 的 一 直线 , 若 标准 曲线 不 通过 原点 , 适当 
增加 葡萄 糖 氧 化 酶 试剂 中 的 过 氧化 物 酶 浓度 即 可 纠正 . 

(2) 葡萄 糖 氧 化 酶 试剂 最 好 现 用 现 配 ， 放 置 冰 箱 瞳 处 可 保存 
半 个 月 . 

(3) 由 于 葡萄 糖 氧 化 酶 液 中 同时 混杂 有 麦芽 糖 酶 和 其 他 葡萄 
糖苷 酶 , 如 果 为 达到 专 一 测定 糖化 酶 活力 的 目的 ， 最 好 用 Tris- 甘 
油 缓冲 液 . 因 为 缓冲 液 中 的 两 种 成 分 都 有 抑制 麦芽 糖 酶 和 其 他 or- 
葡萄 糖 背 酶 的 能 力 . 

[文献 】 


Papadopoulas, N. M. and Hess, W. C., Arch. Biochem. Biophys., 88: 167， 
(1960) . 
唐国 敏 ,微生物 学 通报 ;5(4): 33(1978), 
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一 、 糖 的 色谱 法 和 电泳 法 


(一 ) 糖 的 纸 色谱 
«FARE DOE, SEE. SRA EW RA BURA 
意 的 分 离 和 鉴定 . 

1. 单 糖 和 双 糖 的 纸 色谱 

Gi) 样品 的 制备 及 操作 : 通常 含有 30~40 ug HAE AD 
样品 可 得 到 成 功 的 分 离 , 经 洗 脱 可 得 到 很 好 的 回收 . 糖 溶 于 水 ,可 
Ac 1% (W/V) 的 浓度 ,用 微量 吸管 点 样 (2~5wID)。 AA 
剂 展开 ( 单 向 或 双向 ) ,可 用 (特异 的 ) 各 种 显 色 剂 显 色 , 与 已 知 糖 的 
斑点 颜色 及 R 值 进 行 比较 而 定性 鉴定 ,或 将 斑点 洗 脱 下 来 , 用 党 
用 的 微量 分 析 方 法 定量 测定 . 

Gi) BAAR. 几 种 常用 的 溶剂 系统 以 及 应 用 范围 列 于 表土 

Giii) BF, 

氧化 类 显 色 剂 

@ 硝酸 银 显 色 剂 (根据 Trevelyan 的 方法 做 了 改进 ) 

【试剂 的 配制 】 

A, 16% THRBKAM: AMA 1:9 /V), 
B, 1% NaOH ZAR (W/V). 
O. 6mol/L SAL. 

【 显 色 方 法 】 

在 层 析 纸 上 先 喷 试 剂 A, 室温 风干 , 再 将 纸 浸 入 试剂 B 中 , 等 
Cima, HRA C 中 以 洗 去 滤纸 上 的 氧化 银 ， 然 后 用 水 冲洗 
一 小 时 左右 , 风干 ,还 原 糖 显 棕 黑 色 斑 点 . 

【应 用 范围 】 

此 显 色 剂 应 用 于 大 多 数 的 还 原 糖 , 检 出 限度 20 weg, 


- 10. 


. IETS: Za: K=10:1:2(0/V) 


表 | ARPRAIBARRTR 


展 FF 剂 go> ew HA 物 
. OE OAR bE K=2:1:2(V/V) 木 糖 、 阿 拉 伯 糖 \ 甘 露 糖 、 半 乳糖 、 
. CRO: CR K=—3:1:3(V/V) 葡萄 糖 
. 葵 甲 醇 : 乙 酸 : 水 =3:1:3(7/P, 用 庚 酮 糖 
FE) 
- TET Be: Es 7K = 45:25:40 乳糖 、 半 乳糖 、 葡 萄 糖 
-。 IE) : CB 3K: NHs—40:10:49:1 从 尿 中 分 离 葡萄 糖 


(V/V) 


RR wee 


。 正 丁 醇 : 乙 酸 : 水 一 4:1;5( 溶 剂 层 ) 葡萄 糖 、 半 乳糖 \ 甘 露 糖 等 六 碳 糖 ， 
BRYA AES Be, FLIES 
二 糖 

- TET bes K=6:4:3(V/V) BLE 2S BEL 

| 葡萄 糖 等 
- 乙酸 丁 酯 :乙酸 :水 一 3:23:14F/P) 用 于 分 离 中 性 糖 
。 异 成 醇 : 吡 啶 :0.1mol/ 了 HCl 用 于 分 离 中 性 糖 
=2:2:1(V/V) 
- ET: ZB: kK=4:1:1(V/7) 用 于 分 离 戊 糖 
.乙酸 乙 酯 :吡啶 :水 :乙酸 王 5:5:33:1 用 于 分 离 中 性 单 糖 


© 过 碘 酸 - 联 苯胺 显 色 剂 

【试剂 的 配制 】 

A: 0.01mol/ 工 过 碘 酸 钾 水 溶液 (加 热 溶解 ). 

B, 0.1mol/ 工 联 苯 胺 的 50% 乙醇 溶液 10mL, 加 丙酮 2mL， 


In 0.2 mol/L ¢h#@ 1 mL, 


【 显 色 方法 】 
将 滤纸 先 以 试剂 4 喷雾 ， 尽 量 少 喷 ， 以 后 放 入 30°C 温 箱 中 ， 


氧化 六 分 钟 后 再 用 试剂 BUS, ON A tb Bk, 斑点 白色 . 


【应 用 范围 】 
凡 有 邻 凑 基 的 化 合 物 均 可 显 色 . 
*ji- 


@ 胺 类 显 色 剂 

@ ARAB Al 

【试剂 的 配制 】 

2%% 二 葵 胶 丙酮 溶液 :2% 葵 胺 丙酮 溶 液 :85% De MR A 52521 
V/V). 

【 显 色 方 法 】 

将 滤纸 用 显 色 剂 浸 后 风干 , 放 80°C 加 热 10 分 钟 . 

【应 用 范围 】 

此 试剂 应 用 于 大 多 数 的 还 原 糖 ， 醛 糖 可 呈现 蓝 、 蓝 紫 或 绿 蓝 
色 , 酮 糖 呈 现 棕 色 , 对 葡萄 糖 和 果糖 同样 灵敏 ， 检 出 限量 为 了 1wg. 
此 试剂 也 可 用 来 区 别 寺 4-1, 6- 糖 苷 键 , 如 表 2 所 示 . 


K2 用 苯胺 -二 茶 胺 试剂 的 显 色 表 


糖 
浓 Fi 
麦芽 糖 1， 4- 蓝 色 红 紫 
支 芽 三 糖 1 全 1,4 TR 红 紫 
潘 糖 (panose)1，6- 1, 4- 蓝 一 黑 红 紫 一 棕 
SR FS 1, 6- 暗 蓝 灰色 绿 
HREF= 1, 6- 1, 6- 暗 蓝 灰色 -棕色 绿 
葡萄 糖 Be AK 绿 一 棕 


修改 的 葵 胺 -二 苯胺 试剂 : 2% 二 苯胺 丙酮 溶液 SmL, I 2% 
苯胺 丙酮 溶液 5mL， 再 加 三 氯 乙酸 5g， 其 显 色 方 法 与 上 述 相同 . 
此 试剂 对 多 种 糖 均 能 显 色 ， 而 且 各 有 不 同 的 颜色 ， 尤 其 是 具有 
1-4 键 结合 的 双 糖 显 鲜 蓝 色 , 有 特殊 的 鉴定 意义 . 

@ 苯胺 - 邻 葵 二 甲酸 显 色 剂 

【试剂 的 配制 } 

邻 茶 二 甲酸 1.6g 深 于 水 饱和 的 正 丁 醇 100mL， 加 苯胺 
0.93g (相当 于 0.9mT)， 

【 显 色 方 法 】 

a 


将 纸 用 试剂 喷雾 后 ， 置 105°C 加 热 5~10 分 钟 ， 在 此 情况 下 ， 
戎 醛 糖 呈 现 鲜红 色 , 已 醛 糖 及 糖 醋酸 为 棕色 , 酮 类 不 易 显 色 ; 果糖 、 
REDE TAP REAR BS, 但 果糖 和 糖 醛 酸 与 乙 醛 糖 一 样 在 紫外 光 下 有 
荧光 , 而 五 碳 糖 一 般 无 效 光 , 借 颜 色差 异 和 有 无 荧光 可 区 别 五 碳 糖 
与 六 碳 糖 . 此 试剂 比 硝酸 银 试剂 灵敏 , 尤其 是 对 于 戊 醛 糖 和 已 醛 
糖 更 为 灵敏 , 灵敏度 为 工 /g. 

© 对 甲 氧 基 葵 胺 显 色 剂 

【试剂 的 配制 】 

0.5g 对 甲 氧 基 葵 胺 溶 于 2mz 比重 为 .75 的 磷酸 中 ， 以 乙 
入 稀释 至 50mL， 把 对 甲 氧 基 苯胺 磷酸 盐 沉 淀 下 来 ， 滤液 (A) 保 
留 . 沉淀 部 分 溶 于 尽 可 能 少 的 水 中 , 以 等 量 乙 醇 稀 释 , 加 磷酸 至 终 
浓度 为 2% (B) ,将 (A) 和 (B) 混 合 . 

【 显 色 方 法 】 

将 滤纸 用 显 色 剂 喷 雾 , 置 95~~100"C 加 热 5 分钟 ， 多 种 糖 可 显 
东 不 同 的 颜色 . 

@ KARE AR 

【试剂 的 配制 】 

0.5g 的 联 苯胺 溶 在 OmL KR, 加 4g 三 氯 乙酸 (事先 溶 
F SmL 水中), 再 加 90 mL 丙酮 . 

【 显 色 方法 】 

将 滤纸 浸入 显 色 剂 中 , 取出 风干 , 置 100"C 加 热 5 分 钟 , 显 色 ， 

【应 用 范围 】 

此 试剂 对 还 原 糖 特异 性 好 , 岩 菠 糖 、 葡 萄 糖 醋酸 都 能 产生 颜色 
BE KA, Oh il 4g BH 52 BL, 对 果糖 不 太 灵 人 敏 ， 但 一些 非 糖 物质 (例如 无 
机 物质 ) 也 能 生 色 而 产生 于 扰 . 

@ 酚 类 显 色 剂 

@ o- 蔡 酚 显 色 剂 

【试剂 的 配制 】 

1% o- 茶 酚 酒精 溶液 :859% BERN 10:1(V/V), 

【 显 色 方法 】 
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用 显 色 剂 对 滤纸 喷雾 , BE 90°C 加 热 至 出 现 斑点 . 
5 应 用 范围 】 
醛 糖 不 显 色 , BB, FO AE OS 
糖 显 紫色 ， 检 出 限度 为 101g. 
® 甲 基 间 苯 二 酚 (orcinol, 地 衣 酚 ) BAR 
【试剂 的 配制 】 
0.5g 的 甲 基 间 葵 二 酚 和 15g 三 氯 乙酸 溶 于 100mL 水 饱和 
的 正 丁 醇 中 Ab eR, 每 周 新 配 . 
【 显 色 方法 】 
YE ACME WL RH a, 置 105*0 加 热 2 分 钟 . 
【应 用 范围 】 | 
此 试剂 对 庚 酮 糖 有 专 一 性 ,如 景 天 庚 酮 糖 显 蓝 ; RAO 
糖 无 色 , 已 酮 糖 为 黄色 , 戊 酮 糖 为 灰 绿 色 , TB. 
© 间 苯 三 酚 显 色 剂 
【试剂 的 配制 】 | 
UK BER 25 mL, I7 HOlimL,5% HREM ZCBeRR2.5mL, 
【 显 色 方 法 】 
将 层 析 纸 喷 此 试剂 后 , 室温 干燥 , 放 90°C IMF 2 dh. 
【应 用 范围 】 
酮 糖 显 橙黄 色 , LATA, 已 醛 糖 不 显 色 . 
@ 间 苯 二 酚 显 色 剂 
【试剂 的 配制 】 
1% 间 共 二 酚 乙 醇 溶液 :2mol/ 工 互 O] 4 1:9(V/V), 
【 显 色 方法 】 
滤纸 喷雾 后 , 置 80"0 加 热 10 分 钟 . 
也 可 按 下 列 组 成 配制 ， 即 芽 % 间 苯 二 酚 乙 醇 溶 液 :0.2mol/ 工 
HO] 为 二 :1 层 析 纸 暑 雾 后 , 置 85"0 加 热 15 4} Fh. 
【应 用 范围 】 
酮 糖 显 色 , 醛 糖 不 显 色 . 
间 蔡 二 酚 显 色 剂 


ww 


【试剂 的 配制 】 

0.2% 间 茜 二 酚 丙 酮 溶液 :1mol/L 磷酸 溶液 为 5:1(/F )， 

【 显 色 方 法 】 

将 纸 浸 入 显 色 剂 中 , 取出 置 105 C 加 热 5 分 钟 . 

【应 用 范围 】 

只 有 酮 糖 显 色 . 

其 他 显 色 剂 一 一 双 显 色 法 

滤纸 先 以 甲 基 间 茶 二 酚 显 色 剂 喷雾 显 色 后 , FE A EAB A 
甲酸 显 色 剂 ， 此 方法 可 用 于 区 别 木 酮 糖 与 核 酮 糖 , 木 酮 糖 紫色 , 核 
酮 糖 粉红 色 . 些 试剂 是 我 们 自己 修改 的 . Dickens 等 人 的 双 显 色 
.法 是 先 喷 三 氯 乙 酸 - 甲 基 间 葵 二 酚 试 剂 ，100"C FR, Ria MA 
胺 -二 葵 胺 磷酸 试剂 , 100°C INP. 戊 醛 糖 及 成 酮 糖 均 可 显 色 , BE 
温 时 , 酮 糖 显 色 快 ,而 醛 糖 慢 ( 见 表 3) . 
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戊 糖 Rf* 
D- 核 糖 0.59 
D- 核 酮 糖 0.66 
D- 木 糖 0.44 
D- 木 酮 糖 0.59 
FY AaB + 0.64, 0.58 
3- 戊 酮 糖 0.63 

* BAH: MH: 7K (4:1). 

** 100°C 加 热 . 


### 革 喷 甲 基 间 苯 二 酚 -TOA, 热 至 100°C, 第 二 次 喷 后 不 再 加 热 。 


© 不 同 显 色 剂 对 各 种 糖 的 显 色 结果 : 各 种 常见 糖 的 纸 色 谱 用 
以 上 显 色 剂 进行 显 色 ， 将 显 色情 况 及 其 在 紫外 光 下 的 变化 列 于 玫 
4h. 从 表 中 看 出 ， 根 据 不 同 糖 对 各 种 显 色 剂 发 色 后 表现 的 颜色 
不 同和 在 紫外 光 下 的 颜色 与 区 光 现 象 不 同 , 可 以 有 效 地 将 其 区 别 . 
糖 的 显 色 与 样品 的 量 有 关 , 与 加 热 温度 及 时 间 也 有 关 , 另外 展 
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以 | | a | ae) | 二 | 半 | aa ae) | 可 
ays 

伯 | | 苏 | ©] | 7) wos feral | 地 
wie | am | ame | ame | ome | om fe | re lel a | a 


一 一 | -| 一 一 | | | 一 一 -一 


过 碘 酸 - 联 苯胺 "| A|A|A|Al|AI|A|A|A|A| &2|a/a/a 


甘 
显 色 手段 | 油 
& 
紫外 光 
苯胺 -二 葵 胺 (1) | 一 
R-AK 2) [ER 
紫外 光 亮 
£R-RA— PR R 
紫外 光 


对 甲 氧 基 革 胶 | 红 棕 
紫外 光 
mem | (PRE 
紫外 光 
am | 一 
Pee | 一 
紫外 光 
ax=m “| 一 
ae—BA) | — 
紫外 光 
间 茜 二 酚 C) | 一 
紫外 光 [ae 
moe “| 一 
紫外 光 


“--” 表 示 在 可 见 光 下 无 颜色 反应 , 空白 表示 在 楷 外 光 下 无 英 光 。 


” 蓝 地 白斑 。 
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棕 绿 | 棕 绿 | 棕 绿 | 棕 绿 | 蓝 灰 | 蓝 灰 | 蓝 灰 | 棕 | 微 棕 | 灰 | 灰 
棕 绿 | 棕 绿 | 棕 绿 | 棕 绿 | 蓝 灰 | 蓝 灰 | 蓝 灰 | 棕 lela 
黄 laa) | 
红 | 红 | 红 | 红 | 棕 | 棕 | 棕 | 红 棕 :| 浅 柠 | ge | 棕 
黄 绿 | 黄 绿 | 黄 绿 黄 绿 
深 棕 | 深 棕 | 深 棕 | 深 棕 | 棕 | 棕 | 棕 | 粉红 ars is. 


it | 黄 
| 棕 | 棕 | pee FT 黄 bere acie 
黄 绿 | 黄 绿 | 黄 绿 

边 | 边 | 边 黄 绿 
黄 
紫红 | 紫红 | 紫红 民 红 | 一 | 一 | 一 | — | 一 | 二 | 二 
i 


各 种 糖 的 显 色 结果 


mel ne eee sea] 一 | 昔 [pe pease] a8 | 一 | 莹 祝福 | 福 

el PO ee oman se aL] 一 [ae ow pees] 福 | 福 | 一 | 9 | 福 | 祝 
黄 

红榜 | 黄 eshee eee] 一 | 棕 | 棕 le | 棕 | 一 | 一 | 一 |--| 一 

黄 绿 | 黄 绩 黄 绿 | 。 | 黄 绿 | 黄 绿 | 黄 绩 黄 绿 

黄 绿 | 红 术 | ait | 黄 | 黄 | 黄 | 黄 | 一 | 名 入 黄 | 储 黄 | 棕 | ge | — | ae | ae | 黄 

黄 | | 黄 | 黄 | 黄 | 黄 | 黄 | | | oe | oe lal 黄 | 法 黄 亮 黄 | 黄 | 黄 

ee laser} 棕 | 棕 | 黄 | 黄 | 黄 | 一 [eee HH | 黄 黄 | 黄 | 黄 

黄 绿 alls | | 懂 网 | 黄 绿 | 黄 绿 | 黄 绿 | 黄 绿 | 。 | 黄 绿 | 黄 绢 | 黄 绿 

边 边 | 边 | 边 | 边 | 边 | | 边 | 边 | 过 

— | — 恢 绿 灰 绿 | 紫 | 紫 | 紫 | 一 | 一 | 一 | 一 | 一 | 紫 | 一 | 此 | 紫 | 欧 

— | — 莽 缚 灰 绿 | 黄 | 黄 | 黄 棕 | @ | 一 | 一 | 一 | 一 | 黄 | 一 | 黄 | 黄 | ex 

黄 | 黄 |oeaelamse| EP 黄 绿 | | 其 绿 | 黄 绿 | 黄 绿 

法 紫 | 一 | 灰 井 | 灰 蔓 恰 黄 | 栓 黄 | 栓 黄 | 绿 |—|—|—|—|e@|—|@lele 

一 | 一 | | wm 侠 红 | 红 棕 | 棕 | 鲜红 | 一 | 一 | 一 | 一 | 鲜红 | 一 | 鲜红 | 鲜红 | 鲜红 

紫 ie 亮 | 黄 | | 黄 | 黄 | 黄 

一 | 浅 粉 莘 褐 灰 蓝 | 红 栅 红 桂 | 黄 棕 | 灰 紫 | 一 | 一 | 一 | 一 | 红 | 一 红粉 红粉 红粉 

黄 | 黄 | 黄 [ex 黄 | | 黄 | 黄 | 黄 

— | 一 | 区 绿 | 浅黄 | 黄 栅 黄 棕 | 黄 棕 | 一 | 一 | 一 | 一 | 一 es] 一 peelasher 

紫 | | 紫 
ws 


开 溶 剂 也 影响 显 色 有 些 颜色 不 稳定 , 随时 间 加 长 而 变化 ,有些 芯 
色 具 有 不 同 的 色调 .” 玫 和 中 所 记 各 色 只 是 根据 我 们 自己 的 判断 ， 
可 能 与 文献 报道 的 颜色 有 出 入 。 为 了 对 未 知 糖 进行 鉴定 ,最 好 同 
时 与 标准 样品 对 比 ,不 能 仅 根据 文献 报道 决定 。 

2. 窝 糖 和 多 糖 的 纸 色谱 

窒 糖 和 多 糖 可 采用 酸 (硫酸 或 盐酸 ) 水 解 方法 1G FL 7K HE a BL 
糖 , 然后 进行 纸 色 谱 . 也 可 用 某 些 溶剂 系统 直接 将 某 些 寡 糖 、 多 糖 
展开 ,介绍 如 下 . 

@) BAAR. 表 5 列 出 了 某 些 常用 于 守 糖 和 多 糖色 谱 的 深 
i) ABE. 


KS ATRERS RED ARMAS 


ve 剂 系 统 糖 种 类 
TE] Se: Ci K—10:1:2(V/V) ae 
TE J 83: ZAR? 7K=4:1:5(V/V> 寡 糖 
乙酸 乙 酯 : 吡 吓 : 水 一 8:23:1(F/ 广 ) Ri 
1E J BE: hte: K=—624:3(0/V) . Ba 
Ze BE Yh (b. p. 121 ~139°O) : tte: -K=—1:1:1(V/V) Bo 
eT BE 7K 3 HK —56:30:30:4.5(V/V) 棉籽 糖 
25% 两 醇 溶 液 在 0.067 mol/L 磷 栈 盐 缓 冲 液 中 (pH6.4) «HSB 
75% AR V/V): CR=9:1(V/V) 直 链 淀粉 

Gi) 斑点 的 检 出 : 


CD 鉴定 含有 酮 糖 的 赛 糖 用 改进 的 Seliwanoff 试剂 
@ 鉴定 棉籽 糖 可 用 o- 北 酚 试 剂 
@@ 鉴定 直 链 淀粉 用 苯胺 - 邻 葵 二 甲酸 试剂 
@ SHES BEA Somogyi 试剂 
© 鉴定 粘 多 糖 用 甲苯 胺 蓝 试剂 . 
鉴定 淀粉 用 工 % 碘 乙 醇 溶 小 
8. SHRM OM BH 
(i) 展开 剂 ， 
。， 18 。 


© 正 丁 醇 :乙酸 :水 一 4:1:5(F/D) 
@ ETM: Zk =4:1:5(/V) 
@ 2M ZAR: ZB: =3:1:3(V//V) 
$2 6 Filly T SPB ME ETA ay Ry (EL. 


K6 SERBH R, fi 


(ii) SER KER, 

@ 硝酸 银 试剂 ， 对 己 糖 醇和 甘油 的 灵敏 度 是 1wg, 对 乙 二 本 
Jz 10 wg. 

@ WMA BAR. 40mg 的 溴 甲 酚 紫 溶解 在 100mL 95% 
的 含有 100mg 硼酸 和 7.5mLi1% 的 硼砂 的 乙醇 溶液 中 ， 在 蓝 色 
底 上 呈现 黄斑 点 . 

4, 糖 酸 的 纸 色谱 

(i) 展开 剂 及 应 用 范围 ， 

@ 吡啶: 戊 醇 : 水 =7:7:6(z/P)。 用 于 可 溶性 葡萄 糖 醛 酸 、 
半 乳 糖 醛 酸 和 甘露 糖 醛 酸 . 葡萄 糖 醛 酸 给 出 两 个 斑点 ,其 中 一 个 
是 由 内 酯 引起 的 . 

@ 茶 : 水 =4:1(Z/PD) MET MS ZR k=4:1:5(V/V), We 
向 展开 ， 用 于 分 离 半 乳 糖 醋酸 , 
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Q@ 乙酸 乙 酯 :乙酸 :吡啶 :水 =5:1:5:3(7/ 门 ， 以 及 乙酸 乙 
Ba: CM: ARBs 7K =18:3:1:4V /V). 用 于 分 离 糖 醛 酸 . 

© 分 离 酮 糖 酸 可 用 下 面 两 种 溶剂 

正 丙 醇 : 正 丁 基 甲 基 醚 :甲酸 :水 =7:3:2:5(F/ 记 ). 下 Be 
7K? AMB=10:7:5(V/V)., 

© 乙酸 乙 酯 :乙酸 :水 =3:1:3(F/P). eee 
葡萄 糖 醛 酸 内 酯 和 半 乳 糖 醛 酸 . 

Gi) 显 色 剂 : 上 面 提 到 的 许多 鉴定 单 糖 的 试剂 都 能 用 于 糖 
酸 . 

5. ARBRE 

G 展开 剂 : 

@® ihe: ZR ZB 7K: CZRM=5:5:3:1(V /V). 

@) 吡啶 :乙酸 乙 酯 :水 = 并 :40:6(77/ 挛 用 底层 ). 

@ 正 丁 醇 : 吡 啶 :1mol/LHOIL=5:3:2(7 /V). 

以 上 三 种 展开 剂 可 用 于 分 离 氨 基 葡 萄 糖 和 氮 基 半 乳 糖 ， 也 可 
用 于 分 离 N-acetyl- 和 N-glycolylneuraminic acid LJ) RH HE A 
中 的 中 性 糖 . 

® 乙酸 丁 酯 :乙酸 :水 =3:2:1Y/ 广 . 用 于 分 开 N-gl7col7- 
Ineuraminic acid 和 N—acetylneuraminie acid, 

® jE Ty Bt: iE W B:0.1 mol/L HCl=1:2:1(V//V), a #4 
Ff N-acetylsialic acid (R;=0.45) LI & N-glycolloylsialic acid 
(R;=0.34), 

(ii) 显 色 剂 ， 

@ 硝酸 银 试剂 和 葵 胺 -二 葵 胺 试剂 . 

@ Morgan—Elson 和 Elson—Morgan 试剂 . 

6. BARNA BH 

Ze 7 Bi TF SELON BR Ek AYE T Be CA 1% NHsz) 
HY Ry (a. : 

BE PYG ey ee PRR, EAA OAC A SR 
1mol/L NH,OH- HO! FA RY yy A 1.1 mol/L KOH BY yy 4A 
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糖 内 aS Rs 值 
了 D- 木 糖 酸 -7- 内 姨 0.41 
蕊 - 鼠 李 糖 酸 -7- 内 酯 erate 0.50 
了 - 半 乳 糖 酸 -7- 内 酯 0.35 
D- 葡 萄 糖 酸 -7- 内 酯 sina Ose 
D- 葡 萄 糖 酸 -0- 内 酯 0.23 


D- 甘 露 糖 酸 -7- 内 酯 0.13 


成 的 碱 性 溶液 喷雾 ,在 空气 中 干燥 10 3) Bh, FA 1 ~2%FeOls 1% 
HO] 水 溶液 再 喷 一 次 ,内 酯 形成 蓝 色 或 葵 胶 紫斑 点 . 

7. BRR OK Be 

= 糖 磷 酸 酯 的 亲 水 性 较 大 ， 以 致 在 用 通常 分 离 氨 基 酸 或 糖 所 使 

用 的 溶剂 时 Ry 值 很 小 , 因此 要 选用 比较 适当 的 方法 分 开 这 些 化 合 
物 . 

(i) 展开 剂 ; 分 酸性 和 碱 性 两 向 展开 . 

酸性 : 甲醇 :甲酸 (88%T/P) :7k =80:15:5(V/V), 

碱 性 : 甲醇 :NH4O 互 (比重 0.9015) :7k =60:10:30(V /V). 

先 用 酸性 溶剂 在 2°C 饱和 2 小 时 而 后 展开 , 室温 风扇 吹 干 , 转 
90 度 ， 再 用 碱 性 溶剂 饱和 并 展开 . 某 些 糖 磷 酸 酯 的 R, 值 列 在 表 © 
8 中 。 

(ii) BA], 每 100mL 显 色 剂 中 包括 ，5mL 60% HO1O,，， 
25mL 4% (W/V) Re, 10mL1mol/L HCl, 60mL x. 

将 滤纸 用 上 述 显 色 剂 喷雾 ， 然 后 干燥 ,并 将 滤纸 在 85°C 加 热 
5 分 钟 ， 然 后 在 0.6~0.8 千克 下 节 2 分 钟 ,滤纸 显示 出 均匀 的 蓝 
色 ， 在 氮气 上 午时 ， 背 底 的 蓝 色 消 失 ， 而 糖 与 钼 酸 铵 形成 的 钼 蓝 
仍 保留 . 

【文献 】 
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| Fis 值 
化 合 物 
酸 碱 
ATP 
adenosine triphosphate 0.12 0.15 
AMP 
adenosine-3—phosphate 0.17 0.32. 
G-1-P 
glucose-1—phosphate 0.27 0.60 
> F-6-P. 村 
fructose-6—phosphate 0.34 0.44 
三 多 磷酸 酯 
_tripolyphosphate 0.37 0.06 
G-6-P 
glucose_6-phosphate 0.38 0.48 
F-1, 6-P 
fructose-—1, 6-diphosphate 0.40 0.24 
| 2- 磷 酸 甘 油 酯 
2—phosphoglycerate 0.46 0.18 
pyrophosphate 0.46 0.05 
3-H 7 
3-phosphoglycerate 0.50 0.35 
PEP : 
- phosphoenolpyruvate 0.52 | 0.46 
正 磷酸 酯 
orthophosphate 0.63 0.28 - 
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(=) HEE 

1. 糖 的 活性 炭 柱 分 离 

时 在 四 十 年 代 初 ,活性炭 柱 色谱 法 就 用 于 分 离 糖 类 .五 十 年 
代 初 , Whistler 等 作 了 改进 ， 采 用 乙醇 溶液 的 梯度 洗 脱 ， 使 单 糖 、 
二 糖 、 三 糖 ` 四 糖 和 五 糖 之 间 得 到 分 离 ， 这 个 方法 的 特点 是 : 

由 分 离 容 量 大 ,150 mL BERBER, 可 分 离 1g 混合 糖 . 

@ 适用 范围 广 ,不 但 可 用 于 不 同 聚 合 度 的 低 聚 糖 (如 木 糖 、 木 
二 糖 、 木 三 糖 等 ) 之 间 的 分 离 , HA AFR RA REA SER (如 
蔗糖 、 考 芽 糖 、 纤 维 二 糖 ……) 之 间 的 分 离 , 还 可 用 于 混合 糖 、 糖 酸 、 
糖 醇和 糖 的 乙酰 酯 氨基 低 聚 糖 及 糖 的 甲 基 醚 的 分 离 . 

@) 糖 样 中 含有 无 机 盐 对 分 离 没 有 影响 , 糖 样 溶液 的 浓度 也 无 
关 紧 要 , 通常 可 以 是 1~10%. 

【操作 】 

1) RH: 活性 炭 柱 层 析 流速 较 慢 , 一 般 采 用 较 粗 的 柱子 , 柱 
于 高 度 是 直径 的 5~10 倍 . 装 柱 前 , 先 将 玻璃 柱 内 壁 洗刷 干净 ,下 
端 衬 填 玻璃 棉 . 然后 , 将 等 重 的 粉 状 活性 炭 和 硅 藻 土 (0.P.) 在 烧杯 
中 混合 均匀 , 填 装 到 玻璃 柱 中 ,用 一 端 带 有 大 橡皮 塞 的 玻璃 棒 在 柱 
的 顶端 轻 轻 敲 击 ( 若 在 柱 身 敲 击 , 易 造成 横断 面 上 的 不 均匀 ), BHR 
面 不 再 下 降 为 止 . 在 央 面 上 覆盖 一 层 玻璃 棉 , 以 防 淋 洗 液 破坏 类 
面 ， 用 浓 盐 酸 \A. 有 R.) 慢 慢 淋 洗 , 使 活性 襄 活 化 及 除去 一 些 碱 性 物 
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质 ， 然 后 用 蒸馏水 淋 洗 ,直到 流出 液 呈 中 性 ， 并 用 AgNO, 溶液 检 
查 无 氯 离子 ， 这 是 干 法 装 柱 . 

湿 法 装 柱 是 将 称 好 重量 的 活性 炭 用 20% 盐酸 或 醋酸 煮沸 半 
小 时 , RAR KEE PE, 再 与 等 重 的 硅 菠 土 用 水 调匀 至 成 浆 
tk, GOK (ABA A), RE BRUM, 在 炭 面 上 覆盖 一 片 滤 
纸 , 用 水 淋 洗 至 炭 面 不 再 下 降 ,， 做 炭 面 上 的 水 减少 到 一 藻 层 时 (不 
ABW) , 即 可 进 样 . 

装 柱 对 分 离 效果 起 着 重要 的 作用 ;必须 订 慎 操作 . 


(2) 进 样 ， 进 样 亦 是 一 个 重要 环节 . 二 般 是 将 糖 料 的 水 溶液 


轻 轻 加 入 柱 内 ,者 样品 溶液 体积 较 大 , 可 分 几 次 加 入 , 每 次 待 液 面 


玻 近 关 面 时 再 加 入 ， 样 品 溶液 加 完 后 ,用 少量 的 水 清洗 样品 瓶 ,再 


转 入 柱 中 . 


(3) 洗 脱 : 待 样品 溶液 的 液 面 接近 炭 面 时 , 即 可 开始 洗 脱 . 洗 


脱 有 三 种 方法 ; 

D V1 60% 乙醇 溶液 为 洗 脱 液 ,用 分 部 收集 器 收集 . 

@ 分 级 洗 脱 ， 先 用 水 洗 出 样品 中 的 盐分 和 单 糖 , 然后 依次 用 
5 Jo—15 %o —25 % —B5% —B0% 乙醇 溶液 洗 脱 。 每 个 级 分 的 洗 脱 
液 经 检查 后 , 如 果 是 单一 组 分 , 即 已 分 离 完 毕 ; 如 果 某 一 级 分 的 洗 
脱 液 中 有 两 个 甚至 三 个 组 分 ， 则 需 将 此 级 分 洗 脱 液 重新 上 柱 用 相 
应 浓度 的 乙醇 深 液 洗 脱 ,直至 完全 分 离 . 

@ 梯度 洗 脱 ， 用 分 部 收集 器 收集 洗 脱 液 : 


对 于 较 易 分 离 的 混合 糖 ， 用 第 一 种 洗 脱 方法 就 可 获得 满意 的 ， 


分 离 ， 对 于 较 难 分 离 . 尤 其 是 混合 糖 样品 组 分 较 多 者 , 宣 用 梯度 洗 
脱 法 ， 若 还 分 离 不 好 , 则 可 在 色谱 柱 外 加 一 玻璃 套 管 ,在 赤 管 中 通 
60*0 的 恒温 水 . | 

检查 ; 检验 每 个 级 分 中 的 组 分 , Ta A I 
纸 色谱 等 方法 . 

混合 粳 样 被 完全 分 离 后 , 合并 相同 组 分 的 洗 脱 液 ,在 旋转 薄 入 
燕 发 器 上 除去 溶剂 (在 40*0 下 )， 若 得 到 的 是 糖浆 , 则 可 加 一 些 无 


水 乙醇 洲 解 之 后 , 再 行 蒸 去 , 如 此 反复 3 一 5 次 , 常 可 得 到 白色 粉末 
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或 固体 ,干燥 后 可 计算 粗 收 率 . 最 后 重 结晶 ,干燥 , 计算 收 率 , 测定 
比 旋 度 . 粗 产物 的 精制 , 亦 可 分 别 再 次 上 柱 分 离 . 
【文献 】 


Bacon, J. S8. D. and Bell, D. J. J. Chem. Soc., 2528(1953); J. S. D. Bacon, 
Biochem. J., 57:320(1954). 

Barker,S A., Foster, A. B., Stacey, M. and Webber, J. M. J. Chem. net 
2218 (1958) . 
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2. FSP RBHREDAE 

FAYE PE eR BA ESD RSE, AY RTS aE PR AS a a 
以 分 步 洗 脱 分 子 量 由 小 到 大 的 糖 类 . 例如 先 用 水 洗 脱 单 糖 ， 再 用 
5% 乙醇 (水 溶液 ) 洗 脱 双 糖 ,用 10% 乙醇 洗 脱 三 糖 , 1% 乙醇 
洗 脱 四 糖 等 . 

【试剂 】 

活性 谈 , 中 国医 药 公司 北京 分 公司 分 装 , 粒状 .用 水 漂洗 除去 
AH AL, I 5~10 倍 量 的 20% 乙酸 ,煮沸 数 分 钟 并 趁 热 过 滤 , 用 热 
水 洗涤 多 次 . 根据 分 离 糖 的 量 装 入 适当 大 小 的 玻璃 柱 内 . 如 不 经 
乙酸 处 理 , 用 燕 饮水 淋 洗 炭 柱 二 小 时 以 上 也 可 使 用 , 但 效果 略 差 . 

【操作 ]】 

装填 一 支 风 15X300mm 的 炭 柱 ， 将 茶花 蜂蜜 3g 溶 于 6mL 
蒸馏 水 中 , 滤 去 絮 状 物 后 ， 加 到 炭 柱 顶端 ， 依 次 用 水 洗 脱 单 糖 ,用 
52% 乙醇 洗 脱 双 糖 ， 然 后 用 7% 和 :10% 乙醇 洗 脱 三 糖 加 四 糖 的 级 
分 (前 者 含 三 糖 较 多 , 后 者 含 四 糖 较 多 ). 洗 出 液 用 地 衣 酚 -硫酸 显 
” 色 法 检查 ,直至 不 含 糖 为 止 . 这 表明 一 个 级 分 已 全 部 洗 脱 , TRA 
强度 更 高 的 一 种 洗 脱 液 . 洗 脱 液 的 用 量 根据 糖 的 含量 而 定 : 对 于 
3g 蜂蜜 中 的 单 糖 约 需 800 mL,， 双 糖 约 需 250 mL,， 对 于 三 糙 加 四 
糖 级 分 ,两 种 洗 脱 液 各 需 500 mL 左右 . 

寡 糖 级 分 经 减 压 除去 大 部 分 溶剂 后 ,加 入 无 水 乙醇 使 之 沉淀 ， 
过 滤 , 干 燥 后 可 得 白色 粉末 . 三 糖 加 四 糖 级 分 共 约 0.4~0.5¢, 进 
一 步 的 分 离 需 用 纸 色谱 法 ， 


【讨论 】 
活性 火 的 产品 种 类 甚 多 ， 每 种 活性 炭 在 使 用 前 又 可 能 经 过 不 
同 的 处 理 过 程 , 因此 吸附 性 能 差别 很 大 , 这 就 造成 所 用 的 洗 脱 液 的 
配 比 有 一 定 变 化 例如 本 文 原理 部 分 所 说 的 洗 脱 液 组 成 是 来 自 参 
考 文献 ， 而 操作 部 分 所 说 的 组 成 是 针对 实际 使 用 的 (北京 医药 公 
司 ) HER MRA RN. | | 
【文献 】 
中 国医 学 科学 院 药物 研究 所 编 ，《 中 草药 有 效 成 分 的 研究 > 第 一 分 册 , 人 民 卫 生出 
版 社 , 1972 年 。 
(MRR 竺 安 ) 


3. 糖 的 离子 交换 树脂 柱 分 离 

糖 类 混合 物 的 分 离 可 采用 多 种 方法 进行 ， 其 中 用 得 比较 多 的 ， 
方法 是 离子 交换 树脂 柱 色谱 法 .离子 交换 树脂 法 是 利用 树脂 对 不 
同 种 类 的 糖 在 吸附 作用 上 的 差异 ， 使 混合 物 中 各 糖分 达到 彼此 分 
离 的 目的 . 在 实际 分 离 工 作 中 , 常 将 离子 交换 树脂 变换 成 某 种 结 
合 型 ,如 Lit? Nat? K*+ Cat? Fe+s 型 或 OO BO5I 型 树脂 . 
具有 某 种 结合 型 的 强酸 性 或 弱酸 性 阳离子 树脂 ， 强 碱 性 或 弱 碱 性 
或 大 孔 球 形 阴 离子 树脂 广泛 应 用 于 糖 的 分 离 ， 可 以 分 离 多 种 单 糖 
的 混合 物 , 单 糖 、 双 糖 、 三 糖 、 四 糖 和 五 糖 组 成 的 体系 , 多 种 单 糖 .去 
氧 糖 和 糖 衍生 物 的 复杂 样品 , 某 些 多 糖 样品 , SA 
糖 彰 及 陵 喃 糖苷 的 混合 物 以 及 其 他 糖 类 的 混合 体系 ， 影 响 离 子 交 
换 树脂 分 离 的 因素 很 多 , 主要 是 树脂 类 型 和 粒度 、 洗 脱 剂 种 类 、p 互 
值 和 洗 脱 速率 、 分 离 温度 和 分 离 柱 的 长 径 比 等 . 下 面 介绍 两 个 实 
例 . 

(i) 背 草 酸 音 的 糖分 分 离 

【试剂 】 

背 草酸 苷 自 中 药 背 草根 提取 而 得 ， 将 所 得 背 草 酸 苷 用 稀 硫 酸 
水 解 , 然后 滤 去 残 酒 , 滤液 用 强 碱 性 阴离子 交换 树脂 中 和 至 DH6~ 
7. 除去 树脂 后 , 滤液 真空 干燥 , 所 得 残渣 用 87 鸭 乙醇 水 溶液 溶解 ， 
+ 26 


得 到 的 溶液 待 分 离 . 

树脂 为 100~.200 目的 Dowex—1 #4 {15 (Cl BY) , 装 量 为 30g. 使 
用 前 , Jd 1mol/L NaOH 溶液 将 上 述 树脂 转换 成 O 瑞 BW. 经 用 水 
充分 洗涤 后 , 再 用 1 mol/L H.SO, 使 之 变换 成 硫酸 型 以 上 操作 
重复 两 次 ,并 用 水 洗 至 pH6~7。 再 用 87% 乙醇 水 溶液 淋 洗 2 小 
时 后 待 用 . 

分 离 柱 为 硬 质 玻 管 ， 柱 体积 为 0.4x 38 cm. 

【操作 】 

试验 用 流动 法 .将 以 上 待 分 离 的 溶液 tmL879% 乙醇 水 溶液 
溶解 80 mg 背 草 酸 背 水 解 产物 得 到 的 溶液 ) 逐 滴 从 离子 交换 柱 上 
端 轻 轻 加 入 , 洗 脱 剂 由 蠕动 泵 控制 流速 ( 洗 脱 速率 为 27mL/h) 进 
行 洗 脱 . 洗 出 液 由 部 分 收集 器 收集 ,每 管 3.5mL, 共 收 集 80 YF, FH 
去 第 1~ 9 管 . 从 第 10~26 管 每 管 取 洗 出 液 0.383mL， 第 27~48 
管 取 0.5mLL， 第 49~80 管 取 1mL.， 洗 出 液 不 足 1mLL 者 均 用 
87% 乙醇 水 溶液 补充 至 1mL. 然后 分 别 向 各 管 加 入 8mL 显 色 
剂 ( 苯 胺 -85% 磷酸 - 冰 乙 酸 ) ， 摇 匀 之 ， 并 置 于 沸水 浴 中 保温 工 .5 
小 时 . 冷 至 室温 后 ， 于 365nm 波长 测 其 光 密 度 . 结果 如 图 工 所 
7. 
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图 上 -糖分 洗 出 曲线 示意 图 
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糖 、 木 精 和 葡萄 糖分 离 完全 (图 2). 
(ii) 阳离子 交换 树脂 制备 分 离 木 糖 和 阿拉 伯 糖 
【试剂 】 
木 糖 为 结晶 D( 十 ) 森 
糖 ， 分 析 纯 ， 上 海 试剂 二 
“上 厂 . 使 用 前 在 100°C 烘 笃 
小 时 . 


阿拉 伯 糖 为 结晶 工 
起 始 线 展开 方向 Hit A). 使 用 前 未 经 处 . 
图 2 第 15.35 和 60 管 洗 出 液 
纸 色谱 结果 示意 图 Bi BE Hl Ay ES 3 Ae TH 
展开 条 件 : 室温 ,下 行 展 开 42 小 时 水 . 
1. BHR 2. KS 3. 鼠 李 糖 -又 8, H #,200~400 目 ， 


x DuPont An, 装 量 为 28g. 使 用 前 ,用 1 mol/L CaCl K¥M 
将 树脂 变换 成 Ca 型 . PAR RR KU) A 0.8 x120cm 和 工 xl105cm 
两 种 . 

分 离 柱 为 一 硬 质 玻 璃 套 管 . 内 管 装 树脂 , 内 外 管 闻 的 环 孙 为 
恒温 循环 水 夹 套 . 

【操作 和】 

试验 采用 顺 流 式 动 态 法 . 准确 配制 的 木 糖 (用量 1 mg) 7 Pa] 
拉 伯 糖 (用 量 1 mg) 混合 水 溶液 样品 用 注射 器 从 树脂 上 部 一 次 加 
入 ， 待 样品 完全 渗入 树脂 层 后 ,， 即 沿 分 离 柱 壁 逐 滴 加 入 洗 脱 剂 进 
行 洗 脱 . 洗 出 液 由 2BS-L 型 自动 部 分 收集 器 收集 . 每 管 液 量 为 
1.5mL, 用 苯酚 -硫酸 法 由 72 型 光电 分 光 光 度 计 测定 其 糖 含量 . 
对 某 糖 厂 的 成 品 木 糖 进行 制备 分 离 ， 得 到 图 3 的 洗 出 曲 

【讨论 】 

(1) 本 试验 可 使 木 糖 和 阿拉 伯 糖 分 离 完 全 ， 得 到 纯度 高 的 糖 
+ 28 


品 . 且 因 本 法 具 设 备 简单 、 操 作 容易 、 EEA. 分 离 费 用 低 、 可 进行 
制备 型 分 离 等 优点 ,因此 , 为 制 
糖 厂 回 收 纯 质 木 糖 和 阿拉 伯 糖 龟 
提供 了 技术 依据 . =. 
WHR PIE WR AE, 分 
离 周期 较 长 ， 且 其 他 糖分 的 存 
在 对 分 离 有 一 些 影响 . se 
(2) 离子 交换 树脂 使 用 前 图 3， 某 糖 厂 成 品 床 糖 的 洗 出 曲线 
RA RT ee RR 
分 离 和 试验 重复 性 有 直接 影 27.4mg; 洗 脱 速率 ，0.15mIV 
响 ， 经 反复 多 次 预 处 理 又 细心 om? min; 72 FS ti BE, 16°C. 
装填 的 分 离 柱 有 较 好 分 离 性 能 和 较 长 使 用 寿命 . 
[文献 】 
Jandera, P. and J. Churééek, J. Chromatogr., 98:79 (1974). 
Larsson, L. I. et al., Acta Chem. Scand., 19 (6) ?1357 (1965) 。 
吴 昌 贤 、 陆 德 培 , 水 解 工业 ,1981 年 ,第 2 期 ， 
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《三 ) 糖 的 亲 和 色 谱 

目前 分 离 多 糖 的 常用 方法 其 原理 不 外 乎 : 利用 多 糖 混合 物 中 
各 组 分 的 分 子 量 差 异 分子 过 滤 法 ,高效 或 常 压 分 子 排 阻 色谱 法 )， 
利用 它们 在 不 同 浓度 有 机 溶剂 与 水 的 混合 液 中 溶解 度 的 差异 ( 醇 
或 丙酮 分 级 沉淀 法 ) ,或 对 带 可 电离 基 团 的 酸性 或 碱 性 多 糖 来 说 利 
用 其 历 带 电荷 的 性 质 和 多 少 的 差异 (离子 交换 或 电 沪 法) 等， 但 对 
于 性 质 十 分 近似 的 多 糖 来 说 ， 这 些 方法 都 由 于 选择 性 较 差 而 只 能 
作 组 族 分离 , 对 多 糖 的 结构 实质 不 能 提供 更 多 有 价值 的 信息 . A 
此 在 多 糖 研究 中 目前 最 大 的 难题 是 由 于 缺乏 有 高 度 选 择 性 的 分 离 
方法 , 从 而 难以 得 到 多 糖 纯 品 , 以 致 阻碍 了 进一步 的 化 学 结构 鉴定 
和 药理 效 价 的 研究 . | 

Fil tab See VE SR A CHG HE a} Pa BE BS Sa EB 
广泛 的 可 供 选 择 的 可 能 性 ， 目 前 ,经 过 鉴定 的 凝集 素 已 有 近 百 种 ， 
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有 不 少 都 有 商品 供应 .它们 对 糖 或 糖 残 基 具 有 特定 的 选择 性 或 专 、 
一 性 (参阅 各 论 第 330 页 )， 有 时 有 多 种 凝集 素 都 对 同一 种 糖 或 糖 
残 基 (或 衍生 物 ) 具有 亲 和 特 性 ， 但 仔细 分 析 ， 可 以 发 现 它们 对 与 
该 糖 残 基 连 接 的 邻近 糖 残 基 或 联 键 (o- 或 68- 糖苷 键 或 连接 位 置 ) 
也 具有 一 定 程度 的 特异 性 .也 就 是 说 ， 凝 集 素 识 别 多 糖 的 能 力 可 
以 达到 二 个 .2 个 甚至 2 个 以 上 糖 的 结构 单元 ， 这 样 , 就 使 凝集 素 
对 多 糖 的 亲 和 有 众多 的 可 供 选 择 的 可 能 性 .选用 不 同 的 凝集 素 亲 
和 柱 就 可 以 试用 于 分 离 含 各 种 结构 特点 的 多 糖 . 

要 实施 多 糖 的 亲 和 色 谱 分 离 , 首要 的 是 制备 凝集 素 亲 和 柱 , 也 
就 是 要 将 适当 的 凝集 素 通过 各 种 手段 化 学 键 合 在 合适 的 填料 基质 
上 装 柱 后 按 液 相 色谱 分 析 的 方式 进行 . 

合适 的 填料 基质 是 亲 和 色 谱 能 否 成 功 的 重要 环节 ， 理想 的 亲 
和 色谱 填料 基质 应 当 具 有 以 下 性 质 : 

@ 和 孔 度 较 大 , 允许 分 子 量 较 大 的 多 精 分 子 透 入 . 

@ 具有 良好 的 亲 水 性 和 电 中 性 ,能 与 水 溶性 大 的 多 糖分 子 相 

溶 ,并 有 较 好 的 PH 稳定 性 , 以 适用 于 各 种 缓冲 液 . 

@ 带 有 一 定数 量 的 活性 基 团 (一 OH, —NH,, —COOH, 
—SH 等 ) 以 便 较 容易 而 温和 地 与 凝集 素 相 键 合 . 

® 有 一 定 的 刚性 ,能 耐 受 一 定 的 液压 而 不 致 破碎 ,以 便 用 于 
加 压 系统 ,加快 分 离 速度 . 

© 粒度 分 布 均一 ， 以 提高 往 效 . 软 性 填料 最 好 和 一 60jam， 
刚性 填料 最 好 10 um 左右 

近年 来 有 不 少 厂 商 从 事 于 研制 用 于 亲 和 色 谱 的 填料 基质 ， 有 
些 还 带 有 活性 基 团 可 以 直接 用 来 与 凝集 素 或 其 他 配 基 键 合 ( 表 9， 
10) ,有 些 已 经 引入 “手臂 ”以 使 键 合 的 凝集 素 具有 较 大 的 结合 自由 
度 , 一 些 将 凝集 素 联 接 在 填料 上 的 产品 最 近 几 年 也 已 问世 ( 表 11)， 

”凝集 素 ( 一 般 是 蛋白 质 或 糖 蛋白 ) 与 填料 的 结合 要 注意 勿 涉及 
或 掩蔽 凝集 素 分 子 上 与 糖 结合 的 活性 部 位 而 使 亲 和 活 力 受 到 影 
响 ， 常 用 的 活化 剂 及 连接 方式 列 示 于 表 412 中 . 

从 表 12 可 见 ， 可 以 将 填料 上 基 团 活 化 再 与 凝集 素 结合 ， 也 可 
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£9 用 作 末 和 色谱 读 料 的 基质 


Eo GERD a eal 
交 联 葡 聚 糖 Sephadex G-200 0.1~20 Pharmacia 
琼脂 糖 - 丙 Sephacryl S-200 0.1~8 40~105 | Pharmacia 

烯 酰胺 S-300 0.1~40 
S-400 1~200 
S-500 4~2000 - 
S-1000 50~10000 
Ultrogel AcA , 
202 Ac 20% A2% 0.1~1.5 60~140 LKB 
54 Ac 5% A4% 0.1~7 
44 Ac 4% A4% 1~13 
34 Ac 4% A3% 2~35 
22 Ac 2% A2% 10~200 
琼脂 糖 及 Sepharose 
交 联 琼脂 糖 6% 6B/CL-6B 1~100 45~65 | Pharmacia 
4% 4B/CL-4B 3~500 | 60~140 
2% 2B/CL-2B 10~2000 60~200 
Ultrogel 
6% A6 2.5~240 40~140 LKB 
4% AA 5 .5~900 
2% A2 12~2500 
艺 烯 单 体 - | Fractogel TSK HW65F | 1~100 | 32-63 Pierce 
聚合 物 

( 半 刚 性 ) | Fractogel TSK HW75F | 10~1000 
键 合 甘 油 基 CPG/40 Glycophase 0.1~0.8 37~74 Pierce 

(AF) CPG/100Glycophase | 0.1~3 


控 孔 玻璃 CPG/240Glycophase | 0.25~12.5 


CPG/460Glycophase 1.1~35 


以 使 凝集 素 上 基 团 (尤其 是 羧基 ) 活化 , 再 与 填料 结合 . 

进行 糖 的 亲 和 色 谱 分 离 目前 存在 的 主要 问题 是 凝集 素 的 价格 
太 高 ， 选 择 性 还 不 够 广泛 .接合 用 的 填料 基质 还 多 属于 软 性 填 
料 ， 不 易 用 作 高 效 色谱 分 离 ， 最 近 有 人 试用 半 刚 性 的 填料 基质 
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表 11 已 联接 兹 集 素 的 亲 和 色 谱 鞭 料 
; 固 相 化 凝 
品 名 专 一 性 | 需要 的 离子 Se it RSE. 
; (mg/mL) 
tt) RR A-ha LKB 
ConA-Sepharose Glc/Man : 
Pharmacia 
ConA-U ltrogel 
Bi HER RTS 
aoe Man/Glc Ca*?, Mn*2 Cat 
Lentil Lectin-Sepha-— |. Pharmacia 
rose 4B 
Gle-NAc 
Fe VE BESS Fa — FS Big LKB 
WGA-Ultrogel ar ee g Pharmacia 
SEA 
蜗牛 凝集 素 -琼脂 糖 
_HPA-Ultrogel Gal-NAc hei : 
HPA-Sepharose ieee 
HERE RT| 
PN A-Ultrogel Gal/ Lactose LKB 
表 12， 常用 的 活化 剂 及 连接 方式 
填料 上 基 团 eh Hl 凝集 素 上 基 团 
H 一 > RCH (CNBr) 六 
和 一 -> 碳 二 亚 胺 (CDI 或 了 DO — 一 NHs 
填料 一 OH 一 > ARB oe 
填料 一 8 也 一 -> 活性 —SH 或 —S—S— - —SH 
填料 一 NH， <— ‘RO WR(CDIR EDC) < —COOH 


(Fractogel TSK HW-65F, — fh Z, ii 4 fk BA) 2 I HE AY 
TSK-SW-3000 或 4000 填料 , 或 键 合 了 甘油 基 (二 醇 ) 的 控 孔 玻璃 
等 新 材料 作为 高 效 亲 和 色谱 填料 基质 , 是 值得 注意 的 一 个 动向 . 因 
为 只 有 在 提高 柱 效 的 基础 上 才能 使 玉 z 值 相差 0.1 或 更 少 的 两 种 
组 分 完全 分 开 , 
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判断 亲 和 柱 对 某 一 糖 样品 亲和力 大 小 的 方法 是 比较 其 到 。 
oo | 
ae 

WSR VE BLM FATA YEE, WU BD FY FA GR BBY Da CARR Be 体积 . 
Vo 值 用 已 知 被 完全 排 阻 而 被 吸附 的 大 分 子 如 蓝 色 葡 聚 糖 2000 或 
血 蓝 蛋 白 来 测定 。 Ve 值 用 已 知 不 被 亲 和 柱 吸附 的 单 糖 来 测定 . 有， 
即 为 样品 的 保留 体积 . 

比较 样品 在 不 接 凝 集 素 的 同样 填料 柱 (空白 柱 ) 与 凝集 素 亲 和 
FLAG Kp ff. MR Kv 值 增 大 即 表示 有 缔 合 或 亲 和 ， 

花生 凝集 素 (PNA) 亲 和 柱 在 糖分 离 中 的 试用 

【试剂 】 

E+E ES (Peanut agglutinin， 人 简称 PNA) 是 从 花生 仁 提 


取 的 一 种 不 含 糖 的 蛋白 质 , 能 与 半 乳 糖 特异 地 结合 .本 文中 所 用 


凝集 素 系 按 文献 方法 ( 郑 新 民 等 ,1983) HER. 

CNBr 活化 琼脂 糖 (Sepharose 4B), Pharmacia 厂 出 品 . 

Hise Sepharose 4B, Pharmacia 厂 出 品 . 

蓝 色 葡 聚 糖 2000，Pharmacia 厂 出 品 .” 

0.01moel/ 工 HCl, 0.1mol/L NaHCO, 缓冲 液 pPH8.3; 0.1 
mol/L BER. 0.5mol/L NaCl 缓冲 液 P 互 4 0.2mol/L 甘氨酸 组 
WK p 互 8. 均 按 常规 方法 用 分 析 级 试剂 配制 . 

单 糖 样品 葡萄 糖 、 木 糖 、 鼠 李 糖 、. 半 乳糖 、 乳 糖 均 为 分 析 纯 ， 配 
ii] 5mg/mL 水 溶液 . 每 次 进 样 1 aL, 

多 糖 样品 本 单位 自制 ， 共 六 种 ( 表 13) 均 配 成 5mgy/amL KH 
We. BUMERE 1S WL, : 

【操作 】 

PNA- 琼 脂 糖 4B 亲 和 填 料 的 制备 ， 取 CN 了 Br 活化 Sepharose 
4B2.5g, 置 0.01mol/ 工 了 OIL 中 浸泡 ,洗涤 .用量 约 500 mL, WH 
后 凝 胶体 积 约 为 8mL， 用 碳酸 氢 钠 缓冲 液 (0.1mol/L NaHOOs) 
洗 至 pp 也 8.3， 取 PNA80mg， 溶 于 15mL0.1mol/ 工 NaHOOa， 


六 
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i Eee 


ea 
Rif oe 
He ii 2 5 PH 
RIEL PL 
lal i) 4D 
la] EK 
0.5mol/L NaCl Sap yeh, pe y 8.3, IMS YE TEMA WE BE BE 
中 , FRR INE TH YU BER OY. Ze 4°C 搅拌 16 小 时 , 抽 滤 ,用 少量 
MBE ( 洗 、 滤 液 合并 , MAE AEDT, YOUR IRM PNA, 从 加 
入 PNA 量 减 去 回收 PNA 计算 实际 PNA SEA ED). 结合 物 用 
0.1mol/L Z®, 0.5mol/L NaCl & th yy vE B pH4, M14mL 
0.2mol/L pH 8 Ay HAREM, Kk (25°C) BE HE 2 Amt Be 4° 
RHURUS ARRAS, TIA LPR SET 
液 及 醋酸 缓冲 液 各 800 mL ZRARVEYE 4~5 次。 PRI AK BE, 


aonnrh OD Ee 
++ | | ot + 


Heim zk Heme DK, ME ERE, 


“空白 柱 ASR EE” 的 准备 : 为 了 作 平 行 对 照 , 我们 用 不 加 处 
理 的 Sephaliose 4B(Pharmacia 厂 ) 直接 装 柱 作为 “空白 柱 ?， 而 
We 7 [elit PNA 的 琼脂 糖 充 装 亲 A EEL oR A EE TOBY) BE Be 
PNA 5me/mL, AE I HERG PNA 10mg/mL, 

柱 体 采用 3.9mm x 30cm 不 锈 钢 柱 ， 在 搅拌 下 以 水 匀 浆 法 
装 柱 . 柱 出 口 处 加 以 减 压 使 柱 体 充 装 结实 . 然后 连接 至 高 压 
泵 (Waters 6000 A 型 往复 泵 ) EW O.5mL/min 的 流速 以 燕 饮 水 
流 过 和 小时， 拆 开 柱头 , 添加 效 胶 补足 因 柱 内 凝 胶 压 实 而 出 现 的 
室 缺 ， 装 柱头 后 , 再 开 泵 运行 至 柱 体 不 再 出 现 空缺 为 止 。 空白 柱 
BAR ANE TS FA VAN FE. 

BAA 0 2 5c 1B Ja Be EE 1 EG 6 A, tH AY A 
收集 器 分 管 收集 , FA ETE E,W ARK Tit 
相 进 行 平衡 和 洗 胶 , 

0 85.6 


柱 参 数 的 测定 : Vo 值 用 蓝 葡 聚 糖 2000 WE, PERE IS pL, V; 
值 采用 葡萄 糖 所 得 值 . 

ERA PPR AY Te Ky (ie: 进 样 后 用 秒表 计算 至 
出 峰 的 最 高 值 时 的 时 间 ， 重 复 二 次 ， 取 平均 值 . 误差 不 得 超过 
+1%. Rit & Ky fh, WH14 KRIS, 


KR ARP RH AR RER A) R Kp fi 


se A” x ft I 亲 - 和 # I 

t t Kp 

蓝 葡 聚 糖 2000 | 2/25" 0.00 6'20" 3/27" 0.00 
ADE 7'35"" 1.00 | 14'55” 7'25" 1.00 
Rae 7'35" 1.00 | 15/0" 725" 1.00 
x # 7'40" 1.016 | 15'10” 7'30" | 1.021 
半 乳 糖 7'40" 1.016 | 160" 8'57 1.177 
ee 一 一 一 8/40" 1.316 


流速 :0.5mL/ 分 ; 溶剂 : 双 蒸 馏 水 ; 检测 : 折光 8a. 
表 15 各 种 多 糖 的 色谱 保留 时 间 ( 刀 及 天 p 值 


(23 AE” 亲 和 柱 I* 亲 和 柱 II 
编号 多 Oe Vr ae ee Ree! rece 
t Kp t Kp t Kp 
蓝 葡 聚 糖 2000 | 2/25" | 0.00 6'20" | 0.00 3/27" 0.00 
葡萄 糖 7'35 | 1.00 | 14'55” | 1.00 7'25"" 1.00 
ABUSE 4'15" | 0.355 | 9'57” | 0.421 | 60” 0.643 
密 环 菌 多 糖 4'15" | 0.355 | 10'50" | 0.524 | 6'157 0.706 


15% we PH | 2'30" | 0.016 | 6'55” | 0.068 | 3/30” | 0.013. 
eH % RPL | 6'40” | 0.822 | 13/20” | 0.815 | 640” | 0.811 
问 荆 多 糖 BD | 2'25" | .0.00 | 6/28” | 0.016 | 3/27” | 0.00 
ijt] & EEE | 345” | 0.258 | 9/50" | 0.408 | 5'35” | 0.538 


* 流速 :0.25mL/ 分 ,其 余 均 为 0.5mL/ 分 ; 溶剂 : 双 蒸馏 水 ; 检测 : 折光 8a. 
【讨论 】 

(1) WAM, PNA 与 糖 的 结合 是 可 逆 的 ,不 很 牢固 .与 
PNA 亲 和 性 强 的 单 糖 如 乳糖 ( 玉 z= 工 .3) 仍 可 从 柱 上 用 双 蒸 馏 水洗 
脱 ， 如 果 洗 脱 溶剂 中 盐 浓 度 增 大 , 则 乳糖 的 天 z 值 还 会 减 小 , 直至 
VBE oo 


aan Fr WwW DY EF 


:等 于 工 ( 即 无 亲 和 ). 


(2) 各 种 单 糖 玉 " 值 与 结构 的 关系 : 表 6 中 的 数据 表明 各 种 单 
糖 在 PNA HAE ELA Kp 值 是 有 差别 的 . 葡萄 糖 、 鼠 李 糖 及 木 
糖 均 无 明显 亲 和 , 玉 o 一 1， 半 乳糖 及 乳糖 则 有 亲 和 , Ko>1. 说 明 
亲 和 柱 有 选择 特异 性 .如果 我 们 作 进一步 分 析 , 可 以 看 出 ; 

1) 乳 粳 与 半 乳 糖 在 PNA BEAN Ko Mtb, FLEUR KP E A 
糖 ， 这 说 明 保留 涉及 半 乳 糖 -位 糖苷 键 的 构 型 ， 甚 至 与 第 二 个 糖 
葡萄 糖 有 一 定 关 系 . 

2) 半 乳 糖 与 葡萄 糖 相 比 ， 两 种 糖 除 全 位 上 立体 构 型 不 同 外 ， 
其 余部 分 完全 相同 、 这 说 明生 位 的 构 型 对 亲 和 是 至 关 重 要 的 . 

3) 半 乳 糖 与 鼠 李 糖 相 比 , 虽然 两 种 糖 生 位 构 型 相同 ,但 6- 
位 结构 差别 甚大 ， 这 说 明 5, 6- 位 结构 对 亲 和 也 有 一 定 影响 . 

4) 半 乳 糖 与 木 糖 相 比 ,4 位 不 同 而 2，3- 位 构 型 完全 相同 . 这 
说 明 2,，3- 位 不 是 亲 和 的 关键 部 位 . 

综 上 所 述 ,PNA- 柱 与 单 糖 的 结合 ， 似 乎 要 求 糖 分 子 上 有 乳糖 
分 子 中 虚线 所 色 划 出 的 部 分 : 


396: ty 2d Ne 
OH,0H OH,OH — | 
| Ho A ea: —~O. OH 
Lie ay by 10 x 
Ne foH =O] J SM» ire 
H ee 一 Hu 
五 OH H HO 


--§iemc4—-0—6-D— MEERA — WED | 
(3) 固定 相 中 PNA SESS Ky 值 的 关系 ， 亲 和 柱 工 中 
PNA ity Smg/mL, 而 柱 IL HA HH, 10mg/mL， 表 7 结果 
表明 ; 凡 在 亲 和 柱 上 有 亲 和 的 多 糖 , 其 Ky 值 均 为 柱 I> HL, 说 
明确 因 了 PNA 的 亲 和 所 导致 因此 键 合 的 PNA 量 宜 多 于 lomgy/ 
mL WH. 
(4) 制备 亲 和 柱 的 载体 填料 的 选择 ， 用 琼脂 糖 珠 作 载体 虽然 


渗透 性 及 亲 水 性 都 很 满意 , 但 因 粒 子 刚 性 不 够 ,颗粒 细 度 及 均匀 度 


均 不 理想 ， 因 而 柱 效 不 够 高 。 要 从 普通 亲 和 色 谱 过 渡 到 高 效 亲 和 
« SE 
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色谱 则 对 填料 的 研究 还 要 下 功夫 ， 玫 二 中 所 列 Fractogel 及 OEG 
Glycophase 等 填料 或 许 有 较 高 的 柱 效 ， 这 是 值得 今后 研究 的 一 个 
His 


【文献 】 
唐 传 业 , 生物 化 学 与 生物 物理 学 进展 ,1981，1L~-9. 
郑 新 民 等 , 上 海 免 疫 学 杂志 ,3: 65 (1983). 
Methods in Enzymology, Vol. 28 part B p. 3183~395; 1972 Academic Press, 
GIA = 3xA) 
(四 ) 糖 的 气相 色谱 


采用 气相 色谱 法 测定 糖 类 开始 于 1958 年 . 气相 色谱 分 析 主 
要 是 利用 试 样 中 各 组 分 在 色谱 柱 中 的 气相 和 液 相间 的 分 配 系 数 不 
同 , 当 气 化 后 的 试 样 被 载 气 带 入 色谱 柱 中 运行 时 , 祥 品 组 分 就 连续 
不 断 地 在 移动 的 气相 和 固定 的 液 相 之 间 进 行 反复 多 次 的 分 配 ， 经 
过 一 定 的 柱 长 后 , 便 分 别 按 分 离 顺序 离开 色谱 柱 进入 检测 器 ; 检测 
器 产生 的 讯号 经 放大 后 ,在 记录 器 上 描绘 出 色谱 峰 , 成 为 各 组 分 定 
性 定量 的 依据 . 

气相 色谱 法 测定 糖 类 , 由 于 样品 在 气相 中 传递 速度 很 快 ,加 上 
可 以 选用 广泛 的 固定 液 和 采用 灵敏 的 检测 器 , 因而 具有 选择 性 强 、 
分 辩 力 好 、 灵 敏 度 高 以 及 分 析 速 度 快 等 优点 . 近 几 年 来 , 因 毛细 管 
色谱 柱 和 程序 升温 技术 的 普遍 使 用 ， 使 鳍 类 的 气相 色谱 测定 方法 
得 到 更 为 广泛 的 应 用 . 

采用 气相 色谱 法 测定 糖 类 ， 遇 到 的 主要 困难 是 糖 类 本 身 没有 
足够 的 挥发 性 , 必须 在 气相 色谱 分 析 之 前 预先 转化 成 易 挥 发 .对 热 
较 稳 定 的 衔 生物. 另外, APR Ugh, 在 某 些 本 生物 的 制备 过 
程 中 , 会 产生 衍生 物 的 异 构 体 , 使 色谱 分 析 时 每 种 糖 产 生 几 个 峰 ， 
往往 影响 组 分 的 分 离 和 定量 .， 在 分 析 组 分 较 复 杂 的 样品 时 ， 应 选 
择 适 宜 的 衍生 物 制备 方法 , 以 使 每 种 糖 得 到 单一 的 色谱 峰 . 

在 糖 类 的 气相 色谱 分 析 中 ， 目 前 常用 的 衔 生物 有 糖 的 三 甲 基 
REREAD, BENG =F ERE, BE ZR A, BEET, 
酸 酯 衍生 物 和 三 氟 乙 酸 酯 衍生 物 等 . 
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区 工 ， 糖 的 三 甲 基 硅 醚 衍生 物 

国 3RO 也 二 MesSiNHSiMes 十 MesSiOl 一 > 8ROSiMe;+ NH,Cl 
糖 和 六 甲 基 二 硅 氮 烷 、 三 甲 基 毛 硅烷 在 吡啶 中 反应 ,生成 具有 
挥发 性 的 三 甲 基 硅 醚 衍生 物 , Ve) BS Ae A A RTE, 

【仪器 和 试剂 】 

气相 色谱 仪 : 采用 所 火焰 离子 化 检测 器 . 

男 定 液 : SE-30. 

吡啶 (A. R.), 

三 甲 基 氯 硅烷 (9. P.) (上 海 试 剂 一 厂 ) . 

六 甲 基 二 硅 氮 烷 (0. P. ) (上 海 试 剂 一 厂 ). 

rie GH (A. R.), D- 阿 拉 伯 糖 、D- 木 糖 、D- 葡 萄 糖 、D- -甘露 
$H DE FL BEE. 

内 标 物 : 正二 十 烷 (G. O.), 

【操作 】 

(1) AWA HI. HR 10mg 固体 糙 样 和 5mg 内 标 正二 . 
he, 加 入 lm 吡啶 揪 动 使 其 溶解 后 ， 再 加 入 O.4mL 六 甲 基 二 
fe Rc A O.2mL 三 甲 基 氧 硅烷 , 振 葛 后 在 室温 下 反应 5 分钟 ， 反 
应 产物 可 直接 进行 气相 色谱 分 析 . 

(2) 气相 色谱 分 析 条 件 ; 

1) 分 离 柱 : 色谱 柱 可 用 内 径 3mm 长 2m 的 玻璃 柱 . 

担 体 : Chromosorb W AW DMOS(80~100 目 ). 

固定 液 : 10% SE-80. 

2) 气相 色谱 操作 条 件 ; 

气体 流速 : a Na; 20mL/ min, H;; 16mL/min, 空气 : 
150 mL/min. 

FEV. 195°C. 

检测 需 温 度 : 230°C, 

气 化 室温 度 : 230°C, 

【讨论 】 

(1) 糖 的 硅 醚 化 衔 生物 具有 挥发 性 好 ,制备 简便 , 反应 迅速 的 

人 


优点 ， 该 法 适宜 结晶 糖 样 和 组 分 简单 糖 样 的 测定 .测定 结 晶 糖 样 
往往 可 以 得 到 单 峰 ， 测 定 糖 浆 或 非 
结晶 糖 样 则 会 产生 异 构 峰 ， 给 定性 
和 定量 带 来 一 定 困难 . 

(2) 使 用 六 甲 基 二 硅 氮 烷 和 三 
ech FA at Ee VETER LIS 
aera 化 铵 产生 , 使 吡啶 溶液 变 混 浊 . 人 氧 

化 铵 的 存在 一 般 对 色谱 分 析 没 有 影 

3 | 。 响 。 静 置 或 用 离心 法 可 使 毛 化 贸 沉 

演 

(3) 在 气相 色谱 分 析 时 ， 为 了 

减少 吡啶 峰 的 “ 拖 尾 ”， 可 在 硅 醚 化 

反应 后 ， 对 反应 产物 用 氯仿 萃取 法 

进行 后 处 理 ， 取 衍生 物 的 氯仿 溶液 

进行 气相 色谱 分 析 . 

(4) 制备 酮 糖 的 三 甲 基 硅 醚 衍 
图 4 糖 的 三 申 基 硅 醚 衍生 ”， 生 物 ， 使 用 同样 的 硅 醚 化 试剂 需 在 
0"0 反应 革 小 时 或 在 室温 下 放置 
1 4. Ke 5. 葡 小 时 以 上 反应 才能 完全 . 

qe ”6 正二 十 烷 ( 内 标 ) (5) 当 糖 样 在 吡啶 中 不 易 溶 解 

BY, WER 70°C 水 浴 中 加 热 并 振 萝 使 其 溶解 ， 但 对 结晶 糖 样 制备 

衍生 物 时 的 异 构 化 现象 会 有 所 加 剧 . 

(6) 水 分 能 迅速 与 硅 醚 化 试剂 作用 使 其 失去 硅 醚 化 反应 能 

力 ， 在 生生 物 制备 时 ,通常 要 求 使 用 干燥 的 样品 并 注意 防止 水 分 

的 进入 ， 适当 加 大 硅 醚 化 试剂 对 糖 样 的 用 量 比例 , 可 使 样品 的 多 

许 含水 范围 有 相应 的 增加 

(7) 测定 由 糖 的 水 溶液 制备 的 样品 时 会 有 异 构 峰 产生 . 在 组 

分 定量 时 ,可 配制 标准 单 糖水 溶液 放置 24 小 时 ,， 待 糖 的 异 构 体 达 

到 平衡 后 , 再 将 其 干燥 并 衍生 化 , 测 得 每 种 糖 的 重量 校正 因子 和 蜡 

构 体 出 峰 面 积 的 比例 ， 这 样 在 定量 多 峰 和 重 倒 峰 时 就 能 得 到 正确 


。40 。 


0 20 40 时 间 ( 分 ) 
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的 结果 . 
(8) 采用 小 型 反应 容器 , 可 相应 减少 样品 和 试剂 的 用 量 . 
(9) 本 实验 的 气相 色谱 操作 条 件 对 测定 单 糖 较 为 适宜 ， 测 定 
二 糖 和 三 糖 时 可 采用 程序 升温 . 
(10) 使 用 氢 火 焰 离 子 化 检测 器 测定 糖 的 三 甲 基 硅 醚 衍生 物 
时 , 产生 的 SiO。 容易 甫 着 在 检测 器 的 电极 上 ， 因 此 对 检测 需 需 定 


期 清洗 . 

(11) 有 关 复 合 硅 醚 化 试剂 的 反应 条 件 , 一 般 在 商品 说 明 中 均 
有 介绍 . 

【文献 】 


Sweeley, C. C., et al., J. Amer. Chem., Soc., 85:2497 (1963) 。 
李 铁 林 等 , 37 HTC, 9 (3): 295 (1981), 


(44H) 
2. CRT 
CHO CH 一 NOH ON 
See H,NOH | AGO | 


CHOH 一 > OHOAe 
44 


R ie R 


Wt ad HIS Pe ev Oe OS, Rd 
RAP ARSE VE AE EO LR ED. 

【仪器 和 试剂 】 

气相 色谱 仪 : 使 用 氧 火焰 离子 化 检测 器 . 

fl] WK. EOCNSS-M 或 OV-225, 

吡啶 (A. R.), 

Hh WH fie (A. 及 .). 

AaRAT (A. 及 .). 

标准 单 糖 (A. R.): D-Ba pe (A, D-7A HF, D-H aR, D-H 45 
糖 、D- 半 乳糖 等 . 

内 标 物 : 肌 醇 六 乙酸 酯 . 

【操作 】 

本 生物 的 制备 : 称 取 10 mg 固体 糖 样 .10mg HEMI A 


4] 。 


Tmg Air, MAO.5mL 吡啶 , 放 入 90°C 水 浴 中 加 热 反应 30 分 钟 
并 振 葛 .取出 后 冷 至 室温 ,加 入 0.5mrL BRE, £ 90°C 下 继续 反 
应 30 分 钟 进 行 乙酰 化 ,反应 产物 可 直接 进行 气相 色谱 分 析 . 


(2) 气相 色谱 分 析 条 件 : 


1) ABE: 色谱 柱 可 用 内 径 2mm 长 2m 的 玻璃 柱 . 
担 体 ;Ohromosorb W AW DMOS(80~100 目 ). 


2) 气相 色谱 操作 条 件 : 
气体 流速 ， 载 气 Ne. 20mL/min, Ho 30mL/min, 44; 
200 mL/min, 


7 
6 
a) 40 20 0 
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1. 鼠 李 糖 2. AB 8. 阿拉 
(ait 4. 木 糖 6. HIER 6. 
葡萄 糖 7. LI 8. MZ 


ECNSS-M 柱 上 的 出 峰 


酸 酯 (内 标 ) 


1 42 6 


固定 液 : 3% ECNSS-M Bk 3% OV-225, 


柱 温 : EONSS-M #: 190°C, OV-225 #: 240°C, “ 


fer Wl atid RE, 250°C, 

气 化 室温 度 : 280°C, 

【讨论 】 

(1) $F CREED 
相 色 谱 法 具有 衍生 物 制 备 简 
便 、 试 剂 易 得 等 优点 ,而且 每 种 
糖 能 得 到 单一 的 色谱 峰 . 

(2) 为 了 减少 溶剂 峰 的 
“ 拖 尾 ”， 可 将 反应 产物 减 压 浓 
缩 至 干 ,加 入 0.5zmz 氯仿 使 残 
留 物 溶 解 后 ， 取 样 进行 气相 色 
谱 分 析 . 

(3) 应 尽量 减少 样品 的 水 
分 含量 APE ih WY IK OD A 
时 ， 乙 酰 化 反应 时 应 适当 加 大 
Wei PF YF 

(4) AaB iT AE Dy EAS SE 
的 色谱 柱 上 得 不 到 衡 生 物 的 色 
谱 峰 ， 


0 “10 20 fafa Gh 
6 HG CRRA ce OV-225 柱 上 的 出 峰 图 
1. 阿拉 伯 糖 ”2. A 38. 甘露 糖 4. 葡萄 糖 ”5. 半 乳 糖 

(5) 用 该 法 测定 二 糖 或 三 糖 时 , 可 采用 程序 升温 . 

(6) 采用 小 型 反应 容器 , 可 相应 减少 样品 和 试剂 的 用 量 . 

(7) 内 标 物 肌 醇 六 乙酸 酯 可 按 如 下 条 件 制 备 : MINK 8g WL 
(A.R.), NA 4.5 EEE 45m LAR ATA 3 mL MEME, FE 90°C 
TK YIM BG 2 ANAS SEAR TPE. RE YS 2B 28 hd A) A, 50 m LOK 
水 中 , BEWULBEAS CARBB OT. RLUB a I 20 mL KBE, 将 压 干 后 产 
物 放 入 100°C 烘箱 中 烘 王 备用 .制备 的 肌 醇 六 乙酸 酯 用 气相 色谱 
检验 应 呈现 单 峰 . 

【文献 】 | | 
Easterwood, V. M and Byron, J. L. Huff., Svensk Pappi., '72:768 (1969) . 
李 铁 林 、 吴 昌 贤 、 张 燕 霞 , 分 析 化 学 ,10(5) : 272 (1982) . 
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GHOH ———— +» OHOH ————+ GHOAc 
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硼 氢化 钠 , 除去 硼 酸根 和 水 分 , 将 得 到 的 干燥 糖 醇 在 吡 啤 中 与 酯 酸 
醋 加 热 反 应 ,生成 糖 醇 乙 酸 酯 衍生 物 . 

(1X air A IK Fi ) 

RE i 1: (SF Ae il a 

固定 液 : ECNSS-M 或 OV-225, 

HAO (A. 有 R.). 

吡啶 (AA. R.), 

Bam (A. 且 .). 

甲醇 (人 A.R.). 

盐酸 (A. 及 .). 

酷 酸 本 (人 A. R.), 

标准 单 糖 (A. R.): D- 阿 拉 伯 糖 、.D- 木 糖 、D- 甘 露 糖 、 Das 
bi D-=B ALES. 

内 标 物 : WLR (A. R.). 

【操作 】 

C1) EDN ie . 

称 取 10mg HF, 30mg WM ALAA Smeg AP WIL, MA 
2mL 水 ， 振 萝 后 在 室温 下 放置 .5 小 时 ， 使 糖 还 原 成 相应 的 糖 
醇 . 滴 入 醋酸 分 解 过 量 的 硼 氨 化 钠 ， 至 无 气泡 产生 为 止 . 溶液 在 
60°C 下 减 压 浓缩 至 干 ， 加 入 0.1% (V/V) 盐酸 甲醇 溶液 2mL, 振 
荡 后 减 压 蒸发 至 于, 重复 4 次 以 除去 硼酸 根 . 剩余 物 在 105°C 烘 
箱 中 加 热 15 分 钟 除去 水 分 .加 入 O.5mL 吡啶 和 0.5mD AAR er, 
封 管 后 在 沸水 浴 中 反应 工 小 时 ， 反 应 产物 可 直接 进行 气相 色谱 分 
Bi. 

(2) 气相 色谱 分 析 条 件 

1) DBE: 色谱 柱 可 用 内 径 2mm 长 2m 的 玻璃 柱 . 

+H fk. Chromosorb W AW DMCS(80~100 目 ). 

固定 液 : 3% ECNSS—-M RK 3%ZOV-225, 

2) 气相 色谱 操作 条 件 : 

气体 流速 ; 载 气 No, 20mL/min, He, 30mL/min, 43%; 200 


二 


mL/min, 

柱 温 . ECNSS-M #: 195°C, OV-225 #: 230°C, - 

检测 器 温度 : 250°C, 

气 化 室温 度 : 280°C, 

【讨论 】 

人 采用 糖 醇 乙酸 酯 衍生 物 气相 色谱 法 测定 糖 时 ， 可 以 避免 
衍生 物 异 构 体 的 产生 , 在 色谱 分 析 时 每 种 糖 可 得 到 单 峰 , 但 该 法 街 
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7 ” 糖 醇 乙酸 酯 衍生 物 在 ECNSS-M 柱 上 的 出 峰 图 
1. 鼠 李 糖 ”2. PRG 3. 木 糖 4. 甘露 糖 5. 半 乳糖 
6. Bae 7. SAM 


1 2 


0 10 30 aT 
8 糖 醇 乙 酸 酯 衍生 物 在 OV-225 柱 上 的 出 峰 图 
1. RAR 2. KR 3. HRB 4. 半 乳 糖 5. BHR 
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生化 反应 时 间 较 长 ,操作 比较 麻烦 . 

(2) 硼酸 根 的 存在 会 显著 减 慢 糖 醇 乙 酰 化 的 反应 速度 ， 因 此 
在 还 原 反 应 后 应 将 过 量 的 硼 氢 化 钠 分 解 并 除 净 确 酸根 

(3) 水 分 的 存在 会 使 醋酸 酥 水 解 ,影响 乙酰 化 反应 的 进行 , 因 
此 在 乙酰 化 反应 前 对 糖 醇 要 严格 除去 水 分 . 

(A) 为 减少 溶剂 峰 的 “ 拖 尾 ”可 将 反应 产物 减 压 浓缩 至 干 ,用 
0.5mL 二 毛 甲 烷 将 剩余 物 溶解 后 ,取样 进行 气相 色谱 分 析 . ，” 

(5) 应 用 该 法 可 进行 糖 醇 样 品 的 测定 ， 测 定时 可 直接 按 乙 栈 
化 方法 进行 反应 . 

(6) 采用 该 法 进行 糖 的 测定 ， 有 时 不 同 糖 可 还 原 成 同一 糖 
醇 ， 如 葡萄 糖 .山梨 糖 经 过 还 原 均 可 得 到 山梨 醇 , 果 糖 经 过 还 原 可 
得 到 山梨 醇和 甘露 醇 的 混合 物 ,在 测定 时 应 加 以 注意 . 

(7) 采用 小 型 反应 容器 , 可 相应 减少 样品 利 试剂 的 用 量 ， 

(8) Pk — BO Me BAL, 

【文献 】 


Borchardt, L. G. and Piper, CO. V., Tappi., 53(2) : 257(1970) 。 
(4K) 
4. #H=R CRM ATL 
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糖 和 三 氟 醋 酸 栈 在 四 氢 哮 喃 中 加 热 进行 反应 ， 生成 糖 的 三 氟 
乙酸 酯 衍生 物 . 

【仪器 和 试剂 】 

气相 色谱 仪 : 使 用 电子 捕获 检测 融 ， 

固定 液 : DC-550. 

py Aken (A. 及 .). 

= AGRE (A. RB.) 

Zjin (A. R.). 

标准 单 糖 (A. R.), D- 木 糖 .D- 半 乳糖 、D- 葡萄 情 等 


。46 。 


【操作 】 

(1) 衡 生物 的 制备 : 称 取 1mg HE, WMA O.2mL PARI 
Al 0.05 mL 三 氟 栈 酸 栈 ， 放 入 50°C 水 浴 中 加 热 反 应 10 分 钟 并 振 
F %. RUPERT HN ARES, MALmL ZAM 
: 后 ; 取样 进行 气相 色谱 分 析 . 
j (2) 气相 色谱 分 析 条 件 : 
1) ABE: 色谱 柱 可 用 内 径 2mm K 2m RIE, 
$A fk. Gas-Ohrom P(80~100 目 )， 

国定 液 .5% DO-550. 

2) 气相 色谱 操作 条 件 : 

气体 流速 : 载 气 No, 90mL/min, 

EE ii, 90°C, | 

检测 器 温度 : 150°C, 

气 化 室温 度 : 150°C, 

【讨论 】 

(CD 糖 的 三 氟 乙 酰 酯 衍生 物 的 济 
定 , 可 采用 高 灵敏 度 的 电子 捕获 检测 条 ， 
因而 能 使 样品 的 用 量 显著 减少 ， 该 法 有 


Pee Le. ) es aes 
0 5 时 间 ( 分 ， 
9 糖 的 三 所 乙酸 酯 


衍生 物 的 异 构 体 产生 . 衍生 物 在 DO-550 柱 上 
(2) 糖 的 三 氟 乙 酸 酯 衍生 物 在 乙 且 的 出 峰 图 

中 比 在 四 氢 呐 喃 中 稳定 ， 故 最 后 将 衍生 1 木 糖 2 PLA. 

WEF ZH. inn calle why 


(3) 样品 在 衍生 化 前 应 充分 干燥 除去 水 分 . 

(4) 若 将 糖 先 还 原 成 糖 醇 ， 然 后 分 解 过 量 的 硼 氢 化 钠 并 除去 
硼酸 根 和 水 分 , 再 和 三 氟 醋 酸 本 反应 生成 糖 醇 三 氛 乙 酸 酯 衍生 物 ， 
则 每 种 糖 可 得 到 单一 色谱 峰 . 

【文献 】 


Tamura,Z. and Imanari T., Chem. Pharm. Bull., 15(2) :246 (1967) 。 
Handbook of derivatives for chromatography, 125 (1977), 
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5. 果糖 与 葡 欧 糖 或 甘露 糖 共存 时 的 气相 色谱 定量 法 
用 气相 色谱 (GO) 法 分 析 单 糖 时 ,常用 的 方法 之 一 是 将 糖 还 原 
成 糖 醇 , 再 转化 为 乙酸 酯 .但 酮 糖 在 还 原 后 生成 两 种 糖 醇 , 例 如 果 
糖 还 原 后 生成 葡 糖 醇和 甘露 醇 , 干 扰 了 葡萄 糖 和 甘露 糖 的 测定 ,并 
使 自身 的 测定 也 成 为 不 可 能 ， 如果 预先 测定 转化 后 这 两 种 糖 醇 环 
酸 酯 的 GO 峰 面 积 比例 ， 就 可 在 果糖 与 葡萄 糖 或 甘露 糖 共存 时 进 
行 定 量 分 析 . 
以 果 粳 与 葡萄 糖 共 存 为 例 ( 可 含有 其 他 糖 ,但 不 含 甘 露 糖 ), 令 
Ki = 2e_ 


. CEM 
Gra, Gem 分 别 为 纯 果 糖 经 还 原 、 乙 酰 化 后 , 测 得 的 葡 糖 醇 乙酸 酯 和 
甘露 糖 醇 乙酸 酯 的 GC 峰 面积 〈 进 样 量 或 浓度 不 拘 )， 则 对 于 样品 


. AiWs : 
Py= WEA x 100% 


Pe= (Acg— K Aw) We x 100% 
GAs 


WF 


rae AuWs 
Py WF.A, aad i 


其 中 卫 为 百 分 含 量 ，4 为 峰 面积 ， 下 标 G 表示 葡萄 糖 , F RAR 
HLM RAAB, 表示 其 他 糖 , W 为 样品 重量 ， 环 。 为 加 入 的 内 
标量 , 校正 因 于 


aWs 
asW, 
a, W SARE CER: (不 包括 果糖 ) 测 得 的 峰 面积 和 重量 , 下 标 
i 表示 某 糖 (包括 葡萄 糖 ) ,8 表示 内 标 物 . 
Cit HAM air) | 
AYRE, PYE-106 型 气相 色谱 仪 , DP-80 型 电子 积分 器 (英国 
PYE-Unicam , 
色谱 柱 :3%BEONSS-M (美国 Applied8Seience Laboratories) / 
Chromosorb WAWDMCS, 80~100 H, ¢1.5mmx1.5m AG 


F,= 
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钢管 . 

检测 器 : AIA FAC ae, 

载 气 : 氮 . 

EMA 190°C, or Wl) arid BE 250°C , 汽化 室温 度 300°C, 
积分 器 参数 最 小 峰 宽 16, 斜率 灵敏 度 16, 

记录 仪 量程 10 mV, AE Smm/min, . 

【操作 】 
由 还 原 : 称 取 约 10 mg 样品 加 入 约 10mg WAH, FE 


WHIM A mol/L 氨水 使 呈 碱 性 ， 加 入 蒸馏 水 调整 总 体积 为 3mL 


左右 ,于 室温 下 还 原 工 小 时 . 然后 ,在 50°C 水 浴 上 继续 反应 40 分 
钟 , 滴 加 冰 醋酸 使 反应 终止 (无 气泡 产生 ), 溶液 嘿 酸 性 .加 入 I mL 
无 水 甲醇 在 50°C 水 洽 上 通 干 燥 氮 气 吹 干 . 重复 此 操作 (加 甲醇 ， 
吹 干 ) 四 次 . 

(2) 乙酰 化 : 继续 加 入 约 革 mL CRA, HY. 120°C 下 反应 3 
小 时 . 打开 反应 管 , 于 50°C 水 浴 中 通 氮气 歇 干 .加 入 少量 无 水 二 
APSE, WARE. 重复 操作 三 次 。 若 所 得 滤液 体积 太 大 , KA 
气 浓缩 . 

【测定 结果 】 

对 条 糖 的 衍生 反应 共 进 行 6 次 ,每 次 的 产物 用 GO 法 测定 4~ 
5 次 , 共 测 定 27 次 , 得 到 五 的 平均 值 为 1.19, 标准 偏差 为 0.066. 

应 用 此 法 成 功 地 测定 了 蜂蜜 中 的 果糖 葡萄 糖 和 半 乳 糖 , 与 高 
效 液 相 色谱 法 得 到 的 结果 相符 合 . 


(4 & “于海 妮 ) 
(五 ) 糖 的 高 效 液 相 色 谱 分 析 
色谱 分 离 主要 利用 样品 组 分 在 两 个 非 互 溶 相 -( 流 动 相 与 固定 
相 ) 之 间 的 平衡 分 配 的 不 同 , 达到 分 离 的 目的 流动 相 为 气体 的 ， 
称 气相 色谱 ,又 称 气 液 色谱 (GLO). 流动 相 为 液体 的 称 液 相 色谱 
(LO), 高 效 液 相 色谱 (HPLO) 是 在 经 典 的 柱 层 析 原 理 的 基础 上 ， 
采用 分 布 窄 、 粒 径 通常 为 5~.10Huam 的 颗粒 作 载体 ， 将 洗 脱 剂 ( 流 
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动 相 ) 以 高 压 泵 注入 柱 内 , 形成 显著 的 压力 降 ,， 样 品 组 分 迅速 而 又 
连续 不 断 地 在 流动 相 和 固定 相 之 间 进 行 反复 多 次 平衡 分 配 ， 彼 此 
分 离 , 并 沿 色谱 柱 向 下 迁移 , 迁移 速率 依赖 于 各 组 分 在 固定 相 和 流 
动 相 之 间 的 相对 亲 和 性 ， 对 固定 相亲 和 较 弱 的 组 分 快速 通过 色谱 
柱 , 进入 鉴定 器 , 鉴定 器 产生 的 讯号 经 放大 后 , 在 记录 器 上 描绘 出 
色谱 峰 ， 其 出 峰 时 间 和 峰 的 面积 作为 各 组 分 定性 定量 的 依据 
(图 10). 1 


图 40 高效 液 相 色谱 装置 图 


根据 不 同 的 固定 相 和 在 柱 上 不 同 的 保留 机 理 ， 可 分 为 吸附 色 
谱 , 分 配色 谱 ， 离子 交换 色谱 ， 凝 胶 色谱 和 亲 和 色 谱 ， 按 固定 相 与 
流动 相 之 间 相 对 极 性 的 大 小 , 又 可 分 为 正 相 色谱 和 反 相 色谱 :. 
高效 液 相 色谱 具有 分 离 效率 高 、 分 辩 率 好 、 快 速 ` 简 便 ,一 般 在 
常温 下 操作 , 样品 用 量 少 , 毋须 衍生 化 , 流动 相 和 固定 相 选 择 范围 
广 ， 并 且 可 以 梯度 洗 脱 等 特点 而 被 广泛 采用 ， 对 于 热 不 稳定 的 单 
糖 、 双 糖 、 低 聚 糖 ( 寡 糖 ) 的 测定 尤为 适用 ,收集 流出 组 分 , 可 进一步 
与 质谱 、 红 外 光 诺 等 仪 右 联 用 进行 分 析 鉴 定 . 

糖 的 传统 检测 方法 ， 采 用 柱 后 反应 和 可 见 光 鉴 定 器 ,近年 来 
常用 灵敏 度 较 低 的 示 差 折射 鉴定 器 直接 测定 .为 了 提高 分 析 灵 敏 
度 ， 预 先 制备 糖 的 紫外 标记 衍生 物 (用 紫外 鉴定 器 ) 或 荧光 慰 记 和 
生物 (用 荧光 鉴定 器 ) 进行 色谱 分 离 ， 虽 然 操 作 党 杂 ， 但 分 析 灵 敏 
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度 可 大 大 提高 . 

本 节 着 重 介绍 以 下 三 种 分 析 方法 . 

1. 单 糖 和 双 糖 的 分 析 

【仪器 和 试剂 】 

高 效 液 相 色 谱 仪 : 配置 示 差 折射 鉴定 器 和 记录 仪 . 

色谱 柱 :由 4.6mm x250mm 不 锈 钢 色 谱 柱 , 配 以 自制 柱头 隔 
膜 进 样 器 . 

固定 相 : 氨基 键 合 固定 相 . 

PATE SE (LITER B=), HB, 甲醇 人 A. 及 .) (北京 化 工 
ip .* | 

标准 糖 样 : 各 种 D- 型 (a LA) 的 标准 糖 样 ,在 确定 的 色谱 条 

件 下 测定 其 保留 时 间 te, 供 定 性 分 析 对 照 用 . 

内 标 物 : 半 乳 糖 醇 . 阿 拉 伯 糖 醇和 甘露 糖 醇 均 可 作 定 量 分 析 内 
标 . 

30W ga Fa UR A AE ae. 

【操作 】 

(Hb 色谱 柱 的 充填 : 称 取 3g 氨基 键 合 固定 相 , 置 于 100mL 烧 
RP, MA 30mL 乙 二 醇 后 ， 将 烧杯 移入 30 W BR RRA, 
超声 匀 浆 5 分钟 ,然后 将 匀 浆 液 倒 入 连接 有 空 色 谱 柱 的 填充 缸 内 ， 
密封 后 与 液 相 色 谱 仪 上 的 输液 泵 连接 ， 用 水 作 淋 洗 剂 ， 以 4mL/ 
min 的 流速 充填 色谱 柱 ， 系 统 最 大 压力 为 400kgy/em”, 4 15 4} 4p 
后 ,压力 下 降 , 再 继续 淋 洗 20 分 钟 ， 取 出 色谱 柱 ， 装 入 液 相 色谱 仪 
测定 系统 . 

(2) 柱 效 的 测定 及 计算 : 装 入 液 相 色谱 系统 的 色谱 柱 , 用 流动 
#8 Z.fi—7k—FR BE (8021025) LI 2 mL/min 流速 淋 洗 半 小 时 后 ,注入 
5/ 葡萄 糖水 溶液 (20wg/AD). 记录 仪 纸 速 为 20mmy/min， 记 
录 色 谱 图 见 图 11. 


按 公式 N=16(+2.) 
计算 柱 效率 NY, 或 称 理论 塔 板 数 , Wo EEL CA 
> Bl + 
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交点 间 的 距离 ) ， 如 为 葡萄 糖 标 样 的 保留 值 ( 进 样 处 到 峰 顶 之 间 的 
距离 ) . 

(3) 液 相 色谱 分 析 条 件 : 

1) 仪器 : Perkin—Elmer Series 3 或 YBS-01 型 

2) 鉴定 器 :LDO-1T107 型 示 差 折射 计 (灵敏 度 16x10-sRIU)， 

3) 色谱 柱 : 约 4.6mm x 250mm 不 锈 钢 色谱 柱 . 

4) 男 定 相 ， Amino-SIL-X-1 4 #4 AH 18+5pm 
(Perkin-Elmer 公司 ). 

5) 流动 相 : 氨基 糖 或 双 糖 的 分 离 , 用 乙 且 : 水 :甲醇 一 70:10:5 
较 适 宜 , 中 性 单 糖 的 分 离 用 乙 且 : 水 :甲醇 =90:10:5 为 宜 ,， 如 果 中 
性 单 糖 与 氨基 糖 或 双 糖 的 分 离 ， 可 适量 降低 流动 相 中 乙 且 的 含量 
进行 调节 (图 12, 18,14). 流动 相 使 用 前 须 在 超声 波 发 生 需 内 超 
声 脱 气 或 真空 脱 气 5 分钟 数据 列 于 表 .116. 

6) tue. 2mL/min, 

7) 操作 温度 : 室温 . 

(4) 单 糖 的 定量 内 标 校 正 曲线 的 绘制 : 准确 配制 浓度 为 50 
wg / ws 的 葡萄 糖 (或 其 他 糖 ) 水 溶液 2mL ALR BE Hy 50 g/L 的 
半 乳 糖 醇 \ 或 甘露 糖 醇 ) 水 溶液 1mL。， 用 移 液 管 移 取 0. 二 0.2， 
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流动 相 Chis: 7K Chis: 7K : FAS Cha: 7K | ies 7K: Re 

比 ” 例 60:15 60:10:5 70:15 70:10:5 

糖 样 tp | K’ K' pe ae te K' 
D-Free he 2'41" | 0.894] 2’29" | 0.753] 2'56”| 1.071] 2'31 | 0.777 
工 - 鼠 李 糖 3'20" | 1.353] 3/05” | 1.177| 3/44” | 工 .635| 3/15” | 1.294 
D- 核 糖 3'234" | 1.400| 3'10” | 1.235| 3'46" | 1.659] 3/19” | 1.341 
-来 苏 糖 3'42/ | 1.612| 3’26” | 1.424| 412 | 1.965| 3/39” | 1.577 
D-A 3/44” | 1.635] 3/28” | 1.447] 4’15’| 2.000] 3/42” | 1.618 
D- 岩 藻 糖 3/59" | 1.812] 3/47” | 1.671| 437 | 2.259] 4/08” | 1.918 
D- 阿 拉 伯 糖 4/18” | 2.035| 4’02” | 1.847] 5'00 | 2.529] 4'23” | 2.094 
D- 山 梨 糖 4/28" | 2.153| 413 | 1:977| 5'18"| 2.741| 4/38” | 2.971 
D- 果 糖 4'38" | 2.271] 4'32” | 2.200] 5’32| 2.906| 5'07” | 2.612 
D-H 4'53" | 2.447) 4/54" | 2.459] 5/55” | 3.177] 5’32” | 2.906 
N= 乙 酰 氨 基 葡 萄 糖 | 4'54" | 2.459) 4/52" | 2.435] 5'57 | 3.200] 527” | 2.847 
D- 葡 萄 糖 5'09” | 2.635| 5/01” | 2.541| 6'17 | 3.435| 5’41” | 3.012 
D- 半 乳糖 5/39” | 2.988| 5'36” | 2.953| 6'57/ | 3.906| 6/24” | 3.518 
蔗糖 734” | 4.341| 8/01" | 4.659|10'05“ | 6.112| 9'42” | 5.847 
1- 氨 基 半 乳糖 8'10" | 4.765| 9/04" | 5.400|10'314 | 6.424111'50" | 7.353 
麦芽 糖 847”| 5.200) 9'31” | 5.718|12'00" | 7.471]11'48" | 7.329 
纤维 二 糖 8'52" | 5.359| 9/27" | 5.671|12'11 | 7.600]11'40" | 7,235 
乳糖 10’37" | 6.494]11/48” | 7.329|14'58”" | 9.565]14’43" | 9.388 
2- 氨 基 葡 萄 糖 ”“ “|11'45“” | 7.294|12'55“ | 8.118]15"46" 110.13 }17'16" |11.19 
32- 氨基 半 乳 糖 


16’00" |10.29 |17'09” |11.11 |20'31” |13.48 |22’25” |14.82 
——- | 


1/25" Lager 1/25" 125" 
1111 1111 1123 1168 


2.6x10-6RIU |1.3 x 10-6RIU |3.2 x 10-6RIU | 1.3 x 10-®RIU 
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路 例 | 80:15 80:10:5 90:15 90:10:5 
糖 样 ti K' tr K' ti K' EK! 
D-Free 251" | 1.012] 2'41” 1 0.894) 2'59” | 1.106) 2’53” |-1.035 
工 - 鼠 李 糖 3/48" | 1.682| 3'38” | 1.565] 4/14” | 1/988] 401 | 1.835 
了 -核糖 3'51 | 1.718| 3/41” | 1.600| 4/15” | 2.000] 4'02” | 1.847 
EL- 来 苏 糖 4'20" | 2.059] 410" | 1.941] 4°54" | 2.459| 4'39”| 2.282 
D- 木 糖 4'25 | 2.118} 415 | 2.000] 5’02”| 2.553| 4/45” | 2.353 
DAES 4'49" | 2.400] 4/43” | 2.329] 5'33” | 2.918] 5/20” | 2.765 
D- 阿 拉 伯 糖 5/17" | 2.729| 5'06” | 2.600] 6'02 | 3.259| 5’49” | 3.106 
D=- 山 梨 糖 5/38" | 2.977| 5'31” | 2.894| 6’40”| 3.706| 6'23”| 3.506 
D-#2 5/56" | 3.188| 6/05” | 3.294] 7'02 | 3.965| 7/07” | 4.024 
DHE 6/29" | 3.577| 6'51" | 3.835} 7/42” | 4.435| 8/09” | 4.753 
N-ZRAEBS Bl 6'38"| 3.682] 653” | 3.859] 7/52”| 4.553] 8110" | 4.767 
D- 葡 萄 糖 6'57” | 3.906| 7/03” | 3.977| 8'25" | 4.941| 8'277 | 4.965 

卫 - 半 乳糖 7'43" | 4.447| 7/57" | 4.612] 9/25” | 5.647| 9'36” 

蔗糖 12/24" | 7.753|13'42" | 8.671 

1-3 ESS 12'39” | 7.929|14/01" | 8.894 

a 14’55" | 9.529|15'59” | 10.282 

纤维 二 糖 15/12" | 9.729|16'40" |10.76 

乳糖 18/40" |12.18 |21'40” |14.29 

2- 氨 基 葡 萄 糖 18'18" }11.92 |20/29” |13.46 

2+ Ae 25/14” 116.81 [2821 |19.01 ， 
to 1/25" 1/25" 1/25" 25" 
N 1156 1166 1183 1176 

eyez 4.5X10-6RIU |1.3x10-6RIU |4.5x10-°R1U |1.3x10-6RIU 


a 


Kim “810 如 一 组 分 的 保留 时 间 , 如 一 流动 相 的 死 时 间 。 
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0.3,0.4mL WHAM, 分 别 置 于 5mL 试管 内 ,每 一 试管 加 入 0.1 
mL 内 标 物 半 乳 糖 醇 浴 液 , 然后 添加 蒸馏 水 ， 使 每 管内 浴 液 体积 为 
0.5L, 此 时 试管 内 溶液 的 糖 浓 度 分 别 为 10、20、30.40 wg/wL, 内 


标 物 浓度 为 10wg/AEL， 在 选用 的 条 件 下 进行 色谱 分 析 , 用 被 测 糖 


与 内 标 物 峰 面 积 比 (或 峰 高 比 ) 对 含量 作 图 (图 15) . 

【讨论 】 

(1) 高 效 液 相 色 谱 仪 商 品牌 号 和 种 类 繁多 ， 其 工作 原理 大 同 
NF, BBA, 进口 仪 右 有 成 套 附件 , 包括 高 压 输液 泵 、 色 谱 柱 、 
各 种 类 型 鉴定 融 、 纪 录 仪 和 微 处 理 机 等 ,但 价格 昂贵 ,国产 高 效 液 
相 色 谱 仪 也 已 试制 成 功 , 北京 分 析 仪 器 厂 8401 型 ， 上 海 有 机 化 学 
研究 所 及 YS 型 等 . 


高 压 输液 泵 是 色谱 仪 的 主要 部 件 ， YBS-01 型 平流 和 泵 (中国 科 


学 院 上 海 科学 仪器 厂 ) 性 能 较为 稳定 , 配 以 色谱 柱 、 鉴 定 器 和 纪录 
仪 ,可 以 组 装 一 套 简易 的 高 效 液 相 色谱 仪 . 

高 压 输液 泵 的 清洗 , 使 用 新 泵 或 更 换 互 不 相 溶 的 流动 相 时 ,用 
FAM TRE, WL 1~5 mL/min 的 流量 清洗 5~10 分 钟 ， 
若 发 现 泵 的 实际 流量 小 于 额定 流量 时 , 可 用 丙酮 大 量 清洗 , 约 半 小 
时 , 甚至 必要 时 将 泵 头 印 下 , 取出 单 向 冰 在 超声 波 发 生 器 内 用 丙酮 
超声 清洗 5 分钟， 鉴定 器 的 清洗 方法 同上 . 

(2) LDC 1107 型 示 差 折射 鉴定 器 系 Perkin-Elmer 公司 的 
产品 ,北京 分 析 仪器 厂 已 试制 成 功 651 型 示 差 折射 检测 器 , 但 灵敏 
度 略 低 , 有 待 改进 . 

(3) 色谱 柱 ; 一 般 认 为 碳水 化 合 物色 谱 柱 和 氨基 键 合 固定 相 
色谱 柱 分 离 糖 类 具有 较 好 的 分 离 效果 ， 前 者 为 Waters 公司 的 商 
品牌 号 , 整 柱 出 售 ,价格 昂贵 。 上 海 延 安 钢管 厂 专门 生产 各 种 规格 
不 锈 钢 色 谱 空 柱 ， 配 以 密封 柱头 隔膜 进 样 器 (图 16) 和 柱 接 头 , 自 
行 充填 氨基 键 合 固定 相 ， 可 以 代替 碳水 化 合 物 柱 . 色谱 柱 一 般 选 
用 长 度 200~300mm, 内 径 4~8mm， 内 表面 抛光 的 专用 不 锈 钢 
色谱 柱 , 用 稀 硝酸 浸泡 两 分 钟 ,用 水 冲洗 数 次 , 再 用 蒸 饮 水 冲洗 . 

(4) AMINO-SI L-X-1 和 LiOhrosorb NH5a， 均 系 进 口 氨 Ee 
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键 合 固定 相 , 天 津 试剂 二 厂 生产 的 YWG-NHs 属于 同一 类 的 固定 


(5) 专用 装 柱 泵 为 气动 放大 
型 输液 汞 ， 输 送 液体 的 压力 可 达 
50~70 MPa, 普通 分 析 型 液 相 色 
谱 仪 的 输液 泵 也 可 用 于 装 柱 ， 但 
效果 不 如 专用 装 柱 泵 . 

6) SAH, BSH 
定 相 浸润 ， 使 固定 相 能 分 散在 匀 
浆 剂 中 ， 以 及 匀 浆 剂 不 影响 固定 
相 的 色谱 性 能 ， 改 变 混合 匀 浆 齐 
的 比例 ， 可 调节 匀 浆 液 的 粘度 ， 
以 保证 在 适当 的 流速 和 压力 下 装 图 46 SSA 
填 色 谱 柱 ， 以 达到 较为 满意 的 效果 . 

CT) 评价 试 样 中 两 组 分 的 分 离 程度 和 是 否 适合 于 定量 测定 的 
BER, 通常 以 分 离 度 (R) 作 指标 , 当 瑟 ,= 工 时 ,两 组 分 的 色谱 峰 大 
约 只 有 2% HEE, 足以 适合 于 定量 测定 ; R-2M, WPA 
于 完全 分 离 . 


2 (tr, — tr: 
: pa aA 
rt, te, 38 2833 RAB 
tRs 第 二 组 分 保留 值 ; 
本 :一 一 第 一 组 分 的 峰 底 宽 度 ; 
酌 : 一 一 第 二 组 分 的 峰 底 宽度 . 
【文献 】 
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版 社 。 
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2. RBH] HR fom z 

G) ABE RAF B14 (RRA GE SE) 的 分 离 和 测定 

【仪器 和 试剂 】 

高 效 液 相 色谱 仪 , 配置 色谱 柱 、 示 差 折 射 鉴定 器 和 记录 仪 , 国 
定 相 及 色谱 柱 的 充填 均 同 前 ( 见 第 5 Ht). 

ABCA. RB.) (上 海 试剂 二 厂 ), 木 二 糖 (za) , R= HF a), 本 四 
OH (za)， 木 五 糖 (ca) , 木 六 VR (20) , 木 七 糖 (zz) 。 

【操作 】 

(1) 色谱 柱 : 64. 6mm x 250 mm AR GR EE, 

(2) 鉴定 器 : LDC 1107 型 示 差 折射 鉴定 器 (灵敏 度 8X10 一 
RIU ) . 

(3) Ae, YWG-NH, 氨基 键 合 固定 相 (10 um) (天 津 试剂 
—J-), R AMINO-SIL-X-1 A #4 [A EAA 1345 wm ingest 
Elmer), | 

(4) 流动 相 : ZAR: 7k = 70:80, 

(5) 流速 :2mL/min, Hh. Sih, 


表 1I7 RAGE BEBE 


ACHE FEARS ACH GEBN) 的 定量 内 标 校正 曲线 ; 按 前 法 ( 兄 第 52 
页 ) 配 置 系列 标准 浓度 的 木 糖 及 低 聚 木 糖 溶液 ， 以 乙 二 醇 为 内 标 ， 
» 58， 
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A? {RFRA ERY AIS ”本 糖 和 低 聚 本 糖 的 内 
分 离 纸 色 谱 图 标 校 正 曲 线 
FE Z)ia—-7k (70:30) 为 流动 相 , 流速 为 2mLV/min 进行 色谱 分 析 . Fi 
UL Ze 17 ALAA 1718. 
(ii) 2a HR ol—4 (KREGER) 的 分 离 和 测定 
【仪器 和 试剂 】 
高 效 液 相 色谱 仪 : 高 压 泵 Constametric II G 示 差 折 射 鉴定 器 
Refracto Monitor ( 均 为 美国 站 DO). 
色谱 柱 : 风 4mm X 150mm, 
fe] <2 FH: Polygosil 60-5 NH, (py# Macherey-Nagel). 
Ha BH, 7K DR BE Gay == Packard—Becker) , 
【操作 】 
(1) fis: 64mm x 150mm 不 锈 钢 色 谱 柱 . 
(2) 男 定 相 , Polygosil 60-5 NH。( 西 德 Macherey-Nagel) . 
(3) 流动 相 : 乙 且 - 水 混合 液 , 组 成 根据 所 需 的 分 子 量 范 围 而 
定 ， 对 于 单 糖 至 四 糖 的 分 离 , 用 乙 且 - 水 465:35), 对 于 单 糖 至 九 糖 
或 更 高 分 子 量 的 糖 , 用 乙 且 - 水 (60:40). 
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(4) 流速 :1.0mL/min, 柱 温 , 室温 . 
(5) 进 样 量 : 糊 精 溶液 进 样 WL, 
液 相 色谱 结果 兄 表 要 (= 
110") 图 19. 多 
ii) (RAR GRD BH 
法 (外 标 法 ) 
=| Lane RP, FEA BE 
24] i | MAW SER EA ERE, ln 
aie FA AF BEAD AK OR EAD Bl Ee = 
四 糖 的 标准 物 。 通过 一 系列 不 同 注 
射 量 的 实验 , 得 到 定量 校正 曲线 . 以 
We BES} BT (结果 见 表 19 及 图 20) 为 
| 例 ， 配 制 的 标准 液 为 葡萄 糖 加 果糖 
= (1:1 Hdd th) 15mg/mL, Hi HF He 
— 10mg/mL, 7k FHF 10 mg/mL, 在 
: 与 样品 分 析 相 同 的 操作 条 件 下 ， 分 
A189 低 聚 麦芽 糖 的 分 离 图 别 进 样 1.2、3.、4.51L， 量 出 各 组 
分 色 j 音 峰 的 高 度 ， 取 三 次 测量 的 平均 值 对 糖 含量 (kw6) 作 图 ， 得 到 
定量 校正 线 都 是 通过 原点 的 直线 . 
组 分 含量 计算 法 ; 
Or— FE x 100% 


其 中 Ci AAA i WAR: 

J: AREAS i ERR IE RY BER (ug/mm 峰 高 ); 

hy 为 糠 组 分 革 的 色谱 峰 高 (mmy); 

V 为 进 样 体积 (6wI); 

Cs Fy Me BF tin YAR Ye BE (mg/mL = pe/wL). 

【讨论 】 

\ 在 作 定 性 分 析 或 选择 分 离 条 件 时 ， 示 差 折 射 鉴定 器 可 以 
不 用 恒温 装置 , 但 在 作 定量 分 析 时 , 必须 用 恒温 水 浴 保 温 ， 以 保持 
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[a 3] 
3 wo 
™ 


8' 13° 
2) 15" 水 


9' 36° 


RIS MARAE BRE 


250/"*# 


304” 


366” 

”流动 相 : ZC hH-7K (65:35) . 

sa 出 现 三 个 峰 ， 因 含量 很 低 , 未 予定 性 和 定量 。 
相应 值 的 恒定 ， 

(2) 用 外 标 法 做 定量 校正 线 的 测定 时 ， 应 每 次 只 注射 一 种 糖 
的 溶液 。 如 果 用 微量 注射 器 抽取 甲 糖 溶液 后 又 抽取 乙 烽 溶液, 然 
后 一 次 注射 ,虽然 可 以 一 次 得 到 两 个 以 至 多 个 数据 ,但 却 会 带 来 误 
差 ,得 到 的 定量 校正 线 往往 不 通过 原点 . 

(8) 本 色谱 体系 一 般 适 用 于 各 种 单元 聚合 的 低 聚 烽 ( 寡 糖 ) 的 
e 61 。 


分 离 和 分 析 , 低 聚 糖 的 出 峰 次 序 有 规律 地 依赖 于 分 子 量 的 大 小 ,车 
以 容量 因子 K’ 的 对 数值 log K” 与 低 
聚 木 糖 的 聚合 度 DP 作 图 ， 旺 良好 的 
线性 关系 (图 21). ARIE IE SF HE A 
低 聚 纤维 二 糖 的 分 析 中 也 有 相似 的 结 
果 ， 本 色谱 体系 也 适用 于 多 元 聚合 的 
低 聚 粳 的 分 离 和 分 析 ， 糖 的 出 峰 次 序 
AALS EAR, WBS 
261 ARR Le) POE ECE ALK. 


a1 log 五 与 低 聚 木 糖 的 


20 茶花 蜂 密 色谱 图 聚合 度 DP 的 关系 
(4) 单 糖 和 低 聚 糖 的 检测 灵敏 度 为 410 一 mol , 
【文献 】 


RoR, ERA IS, 生物 化 学 与 生物 物理 学 报 ;,14:507 (1982), 
Ladisch, M. R. et al., J. Chromatogr., 147: 185(1978). 
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(RRR MRE REY & 安 ) 
3. BEART RM EH HiZk 分 离 和 测定 微量 单 糖 和 双 
ts | 
单 糖 和 某 些 双 粮 在 溶液 中 由 于 糖 的 端 基 异 构 化 作用 (anome- 
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risation) 形成 复杂 的 平衡 体系 ,因此 , 直接 葵 甲 酰 化 制备 紫外 标记 
衍生 物 , 导致 一 糖 多 峰 . 糖 和 盐酸 羟 胺 首先 反应 , AMS, 然后 
苯 甲 酰 化 , 生成 全 葵 甲 酸 酯 的 紫外 标记 的 糖 持 , 可 以 避免 一 糖 多 峰 
WA. 


CHO CH=—NOH 


| NH2OH.HCI | 
AR 
(OHO 互 )4 二 一 证 « )4 


CH,OH CH,OH 


CsHgCOCl 、 | 
a h~ COR QOOG He), 


CH,OCOC.Hs 


【仪器 和 试剂 】 

高 效 液 相 色谱 仪 , 上 015 型 紫外 鉴定 器 (波长 254Am). 

试剂 : FERRELL, EA BEA, ZA, 甲醇 , 吡啶 , 氯仿 , 二 氧 六 
ll, 石油 醚 均 为 A. R, 

标准 糖 样 : 各 种 D- 型 或 工 -型 标准 糖 样 供 定 性 对 照 用 。 

【操作 】 

1) 糖 肝 全 葵 甲 酸 酯 衍生 物 的 制备 ， 取 0.1mL 糖 的 吡啶 洲 
i (浓度 为 10 mg/mL), 置 于 5mEL 具 磨 口 塞 试管 中 , MAO. mL 
产 胺 盐酸 盐 吡 啶 溶液 (浓度 为 10mg/mIL)， 摇 匀 后 ， 在 80°C 水 浴 
中 加 热 10 分钟, 冷却 后 加 入 0.1mL 苯 甲 酰氯 ， 再 在 80°C KY 
加 热 60 分 钟 ,冷却 后 加 入 2mL Ay, A 38x1.5mL 2mol/ 工 盐 
酸 洗涤 , 再 用 少量 水 洗 后 , 以 无 水 碳酸 钠 干 燥 , 取 5~20/ 民 氯仿 溶 


液 进行 色谱 分 析 ( 图 22). 
(2) 高 效 液 相 色谱 分 析 条 件 ; ELEM, YQGC-80(6um) (青岛 
海洋 化 工厂 ). 


流动 相 : 分 离 木 糖 、 阿 拉 伯 糖 、 葡 萄 糖 、 甘 露 糖 和 半 乳 糖 时 , 以 
石油 醚 :二 氧 六 图 一 85:15 为 宜 ( 图 23); 分 离 果 糖 、 葡 萄 糖 、 蔗 糖 、 
支 芽 糖 、 纤 维 二 糖 等 以 石油 醚 :二 氧 六 图 =4: 革 为 宜 ( 图 24). 

流速 :2mL/min， 操作 温度 : 室温 . 

o 


+ 64 « 


RREAA A UR H i ee 
1 2 Bh Ok PAR TL ALR OR td OL ge OE ae 
i 和 patganegee 


10 -. a 


图 23 — A AI ANS OE A AT 
生物 的 高 效 液 相 色 谱 图 


Ry = out. 


0 10 20 30 40 4 
图 中 一些 双 糖 的 糖 胀 全 茶 甲 酸 酯 的 高 效 液 相 色 诺 图 

【讨论 】 

CL) 糖 有 全 葵 甲 酸 酯 衍生 物 用 紫外 鉴定 器 检测 ， 灵 敏 度 为 

6xI10 -3#mol (以 葡萄 糖 为 例 ), 较 示 差 折射 鉴定 器 测定 单 糖 , 灵 化 
度 提 高 约 500~1000 倍 . 
” (2) 衍生 化 后 不 仅 分 析 灵 敏 度 有 所 提高 ， 而 且 对 难 分 离 的 奉 
干 常见 糖 的 分 离 度 有 明显 改善 ,结构 相似 的 和 葡萄糖、 甘露 糖 和 半 弛 
糖 以 及 麦芽 糖 和 纤维 二 糖 均 能 有 效 地 分 离 . 

(3) 本 方法 适用 于 生物 样品 中 微量 糖 的 分 离 和 测定 . 


【文献 】 


黄 克 武 、 陆 德 培 , 中 日 分 析 化 学 讨论 会 论文 集 ,D. 84(1983, 长 春 ) 。 
Lehrfeld, J., J. Chromatogr., 120: 141 (1976), 
Thompson, J. M., ibid. 166:201 (1978), 


| (RHR MH) 

(六 ) 糖 的 薄 层 色谱 

薄 层 色谱 法 的 原理 与 柱 色 谱 、 纸 色谱 法 基本 相同 当 作为 流 
动 相 的 液体 从 由 液体 或 固体 组 成 的 固定 相 的 间 院 中 通过 时 ， 由 于 
试 样 中 的 各 组 分 在 固定 相 和 流动 相 之 间 的 分 配 系数 不 同 ， 随 着 流 
动 相 的 移动 各 组 分 彼此 互相 分 离开 . 

薄 层 色谱 法 按照 机 理 可 分 为 吸附 、 分 配 和 离子 交换 三 种 依 
技术 特点 又 有 一 次 展开 、 双 向 展开 多 次 展开 连续 展 开 等 . 
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ME RRA A PRET, 是 一 种 快速 、 微 量 的 分 离 技 
术 , 因此 被 实验 室 广泛 采用 . 

分 离 糖 的 薄 层 色谱 有 硅胶 色谱 纤维 素 色 谱 、 硅 营 土 色谱 及 氧 
化 铝 色谱 ， 由 于 糖 是 多 羟基 化 合 物 , 极 性 强 容易 吸附 ,多 采用 含有 
无 机 盐水 溶液 制备 硅胶 薄板 ， 使 硅胶 薄 层 吸附 能 力 降 低 ， 刘 点 集 
中 , 对 分 离 有 记 改 善 , 样 品 承载 量 
也 可 有 显著 提高 . 

【仪器 】 

(1) 密闭 式 展开 缸 ，10x20 
cm 或 5X20cm 玻璃 板 (图 25). 

(2) 75-I(20X20 cm) # # 
菏 层 层 析 展 开 仪 (上 海 玻璃 仪器 
二 厂 出 品 ) (图 26)、 

【操作 】 

> BARTEL (1) 菏 层 板 的 制备 ， 称 取 硅 
Be 5 FE 50 BEAK, TA 0.3mol/L 磷酸 二 氢 钠 水 溶液 二 
毫升 ， 用 玻璃 棒 慢 慢 搅拌 至 硅胶 浆液 分 散 均 匀 、 粘 稠度 适中 , 然后 
倾倒 在 洗 净 、 干 燥 的 10x 20 em 玻璃 板 上 , 倾斜 玻璃 板 使 硅胶 浆液 
均匀 地 布 满 板 面 . 将 玻璃 板 放 在 平坦 的 地 方 , 室温 下 静 置 过 夜 即 
“可 . ARTE 110°C 下 活化 工 小 时 . 
(2) 展开 剂 ， 

PA Bi 7K = 96:4 


正 丁 醇 : 乙酸 乙 酯 : 异 丙 醇 :醋酸 :水 :吡啶 =35:100:60:35:30 
230; 

(3) 点 样 ， 用 10 微 升 微量 注射 器 吸取 4~5 微 升 混合 液 〈 每 
种 糖 检测 量 3 一 30 微克 , 糖 的 总 含量 可 达 400~500 fan). ESE 
薄 层 板 下 端 二 5 厘米 ,点 间距 工 .5~2 厘米 ,分 次 滴 加 ,使 点 扩散 后 
其 直径 不 大 于 2~3 毫米 ， 点 样 过 程 中 可 用 钓 丝 灯泡 或 吹风 机 使 
样品 干燥 , 也 可 目 然 干 燥 . 

(4) RF: 将 点 好 样品 薄 层 板 ， 置 于 盛 有 展开 剂 薄 层 层 析 伍 
中 , 密闭 式 展 开 , 溶剂 距 薄 层 上 端 约 工 厘米 时 取出 , 连续 展开 则 不 
受 此 限 . 

(5) 显 色 ， 将 展开 过 的 薄板 ， 在 室温 下 凉 干 至 溶剂 挥发 干 
净 ， 再 在 100°C 人 烘箱 内 烘 烤 30 分 钟 ， 将 二 3- 二 羟基 茜 硫 酸 溶液 
[0.2%1，3- 二 羟基 蔡 乙 醇 溶液 : 浓 硫 酸 =1:0.04( 体 积 )， 用 前 混 
IBAA RRL. WE 110°C 烘 烤 10 分 钟 即 可 显 色 . 

WE Aa, 将 样品 图 谱 与 标准 样 图 谱 进 行 比较 , SSH AB 
色 、 相 对 位 置 及 Ry 值 或 Re 值 , 确定 样品 中 有 哪 几 种 糖 . 

经 过 薄 层 分 离 后 的 糖 可 以 在 薄 层 上 直接 定量 , 如 用 薄 层 扫描 ， 
或 者 将 斑点 洗 脱 后 比 色 测定 . 


木 糖 


阿拉 伯 糖 


a 糖 的 薄 层 层 析 图 谱 


展开 剂 : 丙酮 :水 一 96:4 展开 剂 : 正 丁 醇 : 乙 酸 乙 酯 ; 异 丙 醇 : 醋 酸 
:水 :吡啶 一 35:100:60:35:30:30 
WE: 含有 0.3 mol/L 磷酸 二 氢 钠 硅胶 G。 显 色 剂 :0.3901，3- 二 羟基 莹 乙醇 溶液 
+iK iM. 
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[讨论 】 

(CD 铺 制 菌 板 时 ,硅胶 及 溶剂 的 用 量 根据 薄板 大 小 , 按 前 述 湾 
层 板 的 制备 中 用 量 按 比例 增 减 

(2) 当 密 闭 式 展开 时 ; 若 有 两 种 糖 了 值 差异 不 天 而 不 能 分 开 
时 ,有 时 采用 连续 展开 可 能 会 得 到 分 离 , 如 果糖 与 山梨 糖 连 续 兽 层 
层 析 . 

(8) 密闭 式 展开 可 用 R, 值 作为 定性 参考 ， 连 续 薄 层 层 析 则 
选 一 标准 物 G， 计 算 其 Rs 值 。 即 样 品 粳 迁 移 距离 与 标准 糖 G 迁 
移 距离 之 比 . 

CA) 进行 定性 定量 时 , 应当 控 制 在 相同 条 件 下 重复 海 层 层 析 
实验 , 方 能 得 到 重复 结果 . 

[文献 】 
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(七 ) 糖 的 电泳 法 

1. 红细胞 膜 上 唾液 酸 的 等 速 电泳 

一 般 电 泳 利 用 离子 在 电场 中 迁移 的 速率 不 同 而 实现 分 离 ， 等 
速 电泳 也 利用 离子 的 迁移 速率 的 差异 ,但 工作 原理 则 不 同 . 它 以 
高 于 组 分 离子 迁移 速率 的 离子 为 前 导电 解 质 ， 以 低 于 组 分 离子 的 
作为 终 末 电 解 质 , 并 且 它 们 的 浓度 都 很 低 , 一 般 为 0.01mol/ 工 . 样 
品 用 微量 注射 器 加 在 两 者 的 界面 附近 (不 必 准 确 地 位 于 界面 上 )， 
电泳 在 聚 四 氟 乙 烯 毛细 管 中 进 行 .在 进行 恒 电流 电泳 (电流 通常 
7100 yA 左右 ) 时 , 前 导 离 子 在 前 , 终 末 离子 在 后 , 样品 各 组 分 离 ， 
子 在 其 间 按 迁 移 率 递减 而 排列 . 高 迁移 率 离子 区 带 内 ， 电 导 大 而 
电位 梯度 低 , 反之 亦 然 在 泳 动 过程 中 如 果 两 个 相 邻 区 带 分 离开 ， 
则 其 间 形 成 离子 很 少 的 空白 区 带 , 其 电位 梯度 将 急剧 增高 , 从 而 使 
» 68% Pe Mie ? 7 
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“后面 区 带 的 离子 加 速 赶 上 而 与 前 面 区 带 衔接 .如果 迁移 率 较 小 的 


离子 进入 前 面 迁 移 速率 大 的 离子 区 带 ， 或 者 迁移 速率 大 的 离子 沙 
到 后 一 迁移 率 小 的 离子 区 带 ， 都 会 由 于 电位 梯度 的 差异 而 又 回 到 
各 自 原 来 的 区 带 中 去 .因此 , 在 进入 平衡 状态 后 , 各 区 带 互相 衔接 
既 不 产生 间 耻 , 又 不 相互 混合 . 在 各 区 带 内 电位 梯度 均一 ,浓度 均 
一 ,所 有 区 带 以 相同 的 速度 向 前 泳 动 , 这 就 是 等 速 电 泳 的 名 称 的 由 
KX. 各 区 带 之 间 有 清晰 的 界限 ， 不 因 时 间 增 长 而 变 得 模糊 ， 这 是 
它 区 别 于 一 般 色谱 和 电泳 的 特征 ， 称 之 为 自 锐 化 效应 (Selfshar- 
pening effect) .区 带宽 度 正 比 于 组 分 的 含量 , 因此 定量 方便 . 

【仪器 和 试剂 】 

LKB-TACHOPHOR 2127 等 速 电 泳 仪 (Fish). B- 丙 氨 酸 ， 
生化 试剂 , 上 海 试 剂 二 厂 .， TritonX-100, 特 纯 , 西 德 人 ar]l-Roth. 
冰 乙 酸 ,分 析 纯 . 水 , WARK, 自制 .前导 电解 质 , 0.005mol/ 
工 盐酸 , 含 0.2% TritonX-100, 加 B-AARMW F pH=3.80; 终 
末 电 解 质 ,0:005 mol/L 乙酸 . 

【操作 】 

恒 电 流 50 uA, 起 始 电压 2.5kV, 终了 电压 约 为 17kV. 毛细 
管 长 度 610mm, 恒温 10'C， 放 大 器 增益 6.0. 记录 仪 满 标 值 ， 紫 
外 检测 为 0.2V, 热电 倡 检测 为 0.1V. 记录 仪 速度 ， 紫 外 检测 为 
120 mm/min, #0 (AM) 30mm/min, 

将 红细胞 膜 (蛋白 含量 2~4mg/mL), 5 AF fk FA 0.2 mol/L 
硫酸 混合 , 100°C KAM LN, 取出 冷 至 室温 ,离心 后 取 上 
清 液 分 析 , BER 1~25 WL, 

唾液 酸 区 带 出 现时 的 电压 约 为 44kV， 在 此 之 前 开动 记录 仪 
走 纸 ， 即 可 记录 到 各 区 带 的 谱 图 (图 28)， 分 析 完毕 后 ， 每 次 均 应 
更 换 毛 细 管 内 的 电解 质 , 电极 液 槽 内 的 电解 液 一 般 可 用 五 次 左右 . 

【讨论 】 

CG) 常用 的 硫 代 巴 比 腾 酸 法 易 受 某 些 中 性 糖 、 氨 基 糖 或 脂肪 
酸 的 和 王 扰 ， 等 速 电泳 法 具有 高 的 分 辨 力 ,不 受 这 些 物质 的 干扰 , 较 
为 准确 , 重复 性 也 好 .样品 可 直接 分 析 , 不 需 预 处 理 或 衍生 . 
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war ar 201 20" 
时 间 
28 正常 人 红细胞 膜 的 0.025 mol/L 硫酸 水 
解 产物 的 等 速 电泳 图 
REA SH 4.9mg/mL, HH B8uL 
Ne PR AUR PETE HEI 0.04~3.2 ue, BRE WY BE 1.5 ppm, 
测量 相对 误差 <3 多 、 2.0 6 
(2) HH Ha DK AE AF AR EM BOS) BE. AR AB Ok Dh Za a 
净 , 否则 本 底 太 大 ,使 分 析 难 以 进行 . 各 种 试剂 尽量 用 高 纯度 的 . 
(3) 样品 中 当 硫 酸根 离子 浓度 高 时 ,会 使 分 析 周 期 拖 长 ， 在 
需 大 进 样 量 时 , 可 先 用 碳酸 饥 或 氢 氧 化 钒 中 和 并 离心 除去 硫酸 饥 , 
[文献 】 


we Be, 等 速 电 泳 简 介 . 化 学 通报 ,1980(11) , 665, 
Everaerts, F. M., et al.,P. E. M., Isotachophoresis, Elsevier, Amsterdam, 


1976, 
Weiland, E. et al., J. Chromatog, 214:156 (1981). 


(# & HER 
| 2. 多 糖 的 沪 纸 电泳 
ES BRE AT, 导电 性 弱 , 在 电场 中 移动 速度 慢 ， 常 采 
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用 较 高 电压 或 电泳 时 间 稍 长 ,才能 收 到 较 好 效果 . 

电泳 采用 的 缓冲 液 以 硼酸 盐 较 普遍 ， 因 糖 类 物质 中 的 相 邻 产 
基 易 与 硼酸 离子 结合 ,生成 硼酸 复 盐 , 以 增加 其 电导 性 . RES 
的 不 同 特点 , 也 常 采 用 醋酸 盐 缓 冲 液 . 巴 比 妥 缓冲 液 等 .染色 剂 常 
用 甲苯 胺 盐 、 茄 香 胺 、 高 碘 酸 西 夫 试剂 .阿利 新 蓝 、 碱 性 硝酸 银 等 . 

【试剂 】 

UN HAP VEAL Whatman No. 工 号 滤纸 . 

缓冲 液 ， 硼 酸 盐 缓冲 液 ，p 了 10.0(0.2mol/L HsBO。 0.2 
mol/L KOl #125mL, 0.2mol/L NaOH 219.5mL, ilk HF 
#1 Ft).. 

染色 剂 : 高 碘 酸 - 西 夫 试剂 , 配 法 如 下 : 

高 碘 酸 一 一 !.2g 高 碘 酸 溶 于 30mL 水 中 ， 加 入 15mL0.2 
mol/L 醋酸 钠 及 100mL 乙醇 ,放置 暗 处 ,可 使 用 数 日 . 

”还 原液 一 -5g 碘化钾 、5g 硫 代 硫 酸 钠 溶 于 100mL K+, fi 
A 150 mL 乙醇 及 2.5mL 2mol/L HCl, 随 加 随 搅动 , 现 用 现 配 . 

”” 亚 硫酸 品 红 一 一 2g 碱 性 品 红 深 于 400mL 沸 水中， 冷却 至 
50' 过 滤 ， 通 六 二 氧化 硫 气体 , 至 溶液 褪色 即 止 ( 试 剂 中 过 量 的 二 
氧化 硫 愈 少 , RIM A). 密封 后 放置 暗 冷 处 保存 .如 溶液 又 变 
红 , 即 不 能 使 用 . 

亚 硫 酸 盐 冲 洗 液 一 一 加 1 y% AC] 及 0.4g HW wt RM HS 
100zm 水 中 . 

GRE) 

IRA (8 x24cm) 用 载 玻 片 线形 点 样 (可 用 葡 聚 糖 4% KIA 
液 ), 电压 400 V, 时 间 2 小 时 经 电泳 2 小 时 后 , 取出 纸 条 置 乙醇 中 
固定 ， 然 后 浸入 高 碘 酸 溶液 中 5 分 钟 ， 用 7096: 乙醇 溶液 冲洗 ; 置 
亚 硫 酸 品 红 溶 液 中 25~45 分 钟 ， 然 后 用 亚 硫 酸 盐 冲 洗 液 洗涤 3 
UW, 最 后 放 入 己 醇 中 脱水 , 置 玻 板 上 风 王 ,有 糖 处 呈现 紫红 色 斑 . 如 
样品 分 子 不 均一 , 则 斑点 宽 , 颜 色 深 浅 不 义 . 

【文献 】 


Foster, A. B. Chem. and Ind. 828~829, 1952, 


NS, 仪器 分 析 及 其 在 分 子 生 物 学 中 的 应 用 ,第 三 册 ，p. 296, 
CK) 

3. 多 糖 的 玻璃 纤维 纸 电 泳 

【试剂 】 

He Hs A AEA. GB6O ak Whatman GF 83. 

缓冲 液 : WEE PR (0.025 mol/L) pH 10.2, 

染色 剂 : p- 茄 香 胺 硫酸 试剂 1S HRA, Aya IM 
至 中 性 )- 

【操作 】 

1) BRBABAR BWM 5x 200m, FH ih CA 0.4% i FE 
TE KAD a AE 1x10 mm 的 玻璃 纤维 纸 条 上 (用 此 纸 条 浸渍 样 
品 , 或 点 加 样品 至 纸 条 上 都 可 )， 然后 将 此 样品 纸 条 紧 贴 在 基线 处 ， 
使 样品 下 渗 至 电泳 纸 条 上 ， 移 去 样品 条 . WR S8OOV, Hi 407 
钟 , 取 出 纸 条 , 自然 及 王 ,喷雾 染色 剂 茄 香 胺 硫酸 溶液 ,100"C 烘 烤 
15 分 钟 , 显 棕 黄 色 均 一 色 斑 . SHARAD, WAM, PEA 
oe 

(2) 或 将 玻璃 纤维 纸 切 成 2xllem, SHRM ARR (用 
RB), HAE 400V, WYK 30 分 钟 . 取出 玻璃 纤维 纸 目 然 豚 于 
ODioon|， 后 ， 切 分 成 1om HA, 用 夺 mL 水 洗涤 ， 
用 酚 硫 酸 法 测 多 糖 含量 , 如 样品 纯 , 则 为 
一 单 峰 ， 若 样品 分 子 量 在 0 万 左右 ， 
在 上 述 条 件 下 ， 峰 值 位 于 自 基 线 向 负极 
7.0 cm 处 ,如 图 29 Bra. 

(iti) 
STO eT SS 10 om ER (1) 玻璃 纤维 纸 较 芯 松 多 孔 ， 点 样 

图 29 葡 聚 糖 玻璃 时 要 避免 扩散 . 

east) (2) 在 上 述 实验 条 件 下 ， 用 不 同 种 
类 葡 聚 糖 ,在 上 述 或 类 似 实验 条 件 下 , 得 到 向 阴极 移动 的 结果 . 

(3) 如 电泳 中 温度 上 升 ， 应 采取 冷却 装置 . 将 电泳 槽 放置 冰 
箱 中 进行 ,效果 也 较 好 . 
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[文献 】 
梁 忠 岩 、 张 翼 伸 ， 高 等 学 校 化 学 学 报 .4(3): 364~370(1980) . 
Tomoda, M. et al..Chem. Pharm. Bull. 20(4):778~782 (1972). * 
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4. 多 糖 的 醋酸 纤维 薄膜 电泳 

【试剂 】 

BARAT EWE, 缓冲 液 ;0.025mol/L 硼酸 盐 缓冲 液 , PH12 .5. 
染色 剂 ; 0.5% 甲 葵 胺 蓝 溶液 . 

【操作 】 

取 醋 酸 纤 维 薄 膜 (2 x 8 cm) 放 在 缓冲 液 中 浸泡 15~20 分 钟 . 
取出 膜 条 , 夹 在 两 层 滤纸 内 吸 去 多 余 的 缓冲 液 。 另 切 1Xx5mm 薄 
膜 浸 涡 样品 溶 液 约 AL(G0Owg), 紧 贴 在 离 膜 条 一 端 2cm 处 ,使 膜 
条 点 上 细 条 状 的 多 糖 样品 . 然后 按 一 般 常 规 电 泳 方法 ,两 端 用 纸 
搭桥 ,电压 250V, 电泳 时 间 20 分 钟 。 取出 膜 条 晾 干 后 , 在 甲苯 胺 
蓝 洲 液 中 浸泡 染色 10 分 钟 ， 然 后 在 90% 的 乙醇 或 1% RPS 
i HEAR RIKER HIE. MAS RR (SAI RR 
性 杂 多 糖 ) 染色 得 蓝 色 色 斑 . 

【文献 】 


Darrell, G. M., Carbohyd. Res. 59:531~537 (1977), 
Hsu, D, et al., Anal. Biochem. 46:156 (1972), 
| CK Rf) 

5. 多 糖 的 凝 胶 电 泳 

(i) 琼脂 糖 (Agarose) 电泳 

【试剂 】 

Sis Hi Hil M(5.0x7.50em), O.lomE, AT AHH 0.5% 
Piha Wa EK O.9 76 琼脂 糖 溶 液 以 0.06mol/ 工 巴 比 妥 缓冲 液 
(p 了 8.6) 稀释 成 0.59% 制 板 . 

wey. O.06mol/L Lb AE why at 0.05 mol/L 乙 二 胶 绥 
tH (pH8.5), 

染色 剂 : AE Bea Hw 0.1%). 

洗 胸 液 \ 脱 色 用 ): 可 用 醋酸 :乙醇 :水 (0.1:5:5). 


【操作 】 

离 芒 脂 糖 板 下 端 边缘 1 cm 处 挖 孔 (%0.2em)， 加 样 量 3~.5 
AL (AG 1~10 ug SH). 用 和 毛细 管 或 微量 进 样 器 点 样 . ， 电 压 
150 V， HK 1~1.5 小 时 后 ， 染色 并 脱色 , 斑点 清晰 ， 是 向 阳极 沪 
动 . 


样品 以 酸性 多 糖 为 宜 , 因 于 众 胺 蓝 不 易 使 中 性 糖 染 色 . 
【文献 】 

Dietrich, C. P. et al., J. Chrom. 130:299~304 (1977) , 
Ci) FEDS HAS DBE RCE RE via Yk 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 垂 直 管 型 盘 状 电泳 ,也 曾 试用 于 中 性 多 糖 , 用 
高 碘 酸 西 夫 试剂 染色 ， 可 得 紫红 色 带 ,如 多 糖分 级 不 好 ， 则 色 带 宽 ， 
色 不 均一 ;如 有 游离 蛋白 未 除 尽 ， BE TRE, SB RAY 
紧 色 窗 带 . 

【试剂 】 

Rath yy. Tris-HO1 绥 冲 液 , pH =9.1. 

指示 染料 : 溴 酚 蓝 . 

染色 剂 : 凝 胶 用 高 碘 酸 西 夫 试 剂 染色 ( 配 法 兄 “ 纸 电 
瀛 ,第 70 页 ). 

【操作 】 

把 样 用 样品 腕 ， 电 压 500V， 电泳 2mA/ 管 ， 时 间 2.5 小 

【讨论 ]】 

多 糖 或 糖 蛋 白 的 聚 丙 烯 酰胺 电泳 后 ， 也 可 用 麻 香 草 酚 溶剂 混 
URE, FI BARA 0.2% it AR, Re 
1 FE 80% 硫酸 20% 乙醇 的 混合 物 中 ， 多 糖 或 糖 蛋白 显 红 
i. 

如 为 硫酸 软骨 素 类 ,染色 可 用 0.1% 阿利 新 蓝 (Alcian blue) 
在 0.6mol/ 工 HO] my Da 1% 醋酸 、 0.6mol/L HO] #4 

AR His Pt BEBE LAR He OK I BE. 
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【文献 】 


Racusen, D., Anal. Biochem. 99:474~476 (1979). 
Laurence, J. R. et al., J. Chrom. 40:145(1969) 。 
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三 、 糖 链 结构 分 析 方 法 


长 短 不 等 的 糖 链 ， 不 但 以 守 糖 和 大 分 子 多 糖 形 式 存 在 于 自然 
界 , 而 且 作 为 糖 蛋白 、 蛋 白 聚 糖 和 糖 脂 的 成 分 , 活跃 地 参与 许多 重 
要 的 生命 活动 过 程 . 与 其 他 生物 大 分 子 一 样 , 糖 链 的 二 级 以 上 高 
级 结构 是 以 一 级 结构 为 基础 的 ,不 同 的 是 , 与 蛋白 质 或 核酸 大 分 子 
比 起 来 , 糖 链 的 一 级 结构 “含义 ”要 丰富 得 多 . 测定 糖 链 的 一 级 结 
构 , 包 括 解决 以 下 几 个 问题 ， 

Q) BEN ATR; 

Q 糖 链 的 糖 基 组 成 ,各 种 组 成 单 糖 的 分 子 数 比例 ; 

@ 每 一 个 单 糖 残 基 的 D- 或 L7H, ML RA MH IER, 

@ 各 个 单 糖 残 基 之 间 的 联接 次 序 ; 

© 每 个 糖 背 键 所 取 的 w- 或 86- 异 头 异 构 形 式 ; 

© 每 个 糖 残 基 上 羟基 被 取代 情况 , 有 两 个 以 上 羟基 同时 被 取 
代 , 则 意味 着 这 个 糖 残 基 处 在 又 状 链 的 分 支点 上 ; 

@ 糖 链 和 非 糖 部 分 ( 肽 链 、 脂 类 物质 等 ) 联接 点 的 情况 . 

BR, 要 弄 清 楚 所 有 上 列 问题 ,不 是 一 种 技术 或 方法 所 能 做 到 
的 ， 表 20 列 出 了 糖 链 序列 分 析 即 一 级 结构 测定 常用 的 技术 方法 ， 
包括 物理 学 的 方法 一 一 红外 光谱 、 核 磁 共 振 等 , 化 学 的 方法 一 一 甲 
基 化 反应 、 部 分 酸 水 解 等 , 生物 学 的 方法 一 一 工具 酶 应 用 、 免 疫 学 
FES. 从 各 种 技术 方法 的 选择 使 用 和 巧妙 配合 中 , 得 到 来 自 各 
个 角度 的 信息 和 数据 , 从 而 构成 推断 糖 链 一 级 结构 的 基础 .当然 ， 
糖 链 结 构 的 微观 不 均一 性 ， 使 糖 链 的 分 子 量 测定 和 一 级 结构 测定 
工作 更 加 复杂 化 , 这 是 研究 工作 者 常常 遇 到 的 难题 . 

近 十 多 年 来 , 由 于 分 析 分 离 技术 方法 的 发 展 , 糖 链 的 一 级 结构 
测定 工作 进展 甚 快 . 现在 已 有 可 能 用 几 十 微克 到 几 毫 克 样 品 , 在 
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凝 胶 过 滤 法 , 质谱 法 , 蒸气 压 法 等 

部 分 酸 水 解 , 完全 酸 水 解 , 纸 色 谱 , 气相 色谱 
红外 光谱 
选择 性 酸 水 解 , 糖苷 酶 顺序 水 解 , 核磁 共振 
RE BS KR, 核磁 共振 , 红外 光谱 

甲 基 化 反应 -气相 色谱 , 过 碘 酸 氧化 ,核磁 共振 , 质谱 法 
单 糖 与 氨基 酸 组 成 , 稀 碱 水 解法 , 腹 解 反应 


解 决 的 > 问 是 


分 子 量 测定 
音 糖 组 成 和 分 子 比例 
吡 顺 环 或 陵 哨 环 形式 
联接 次 序 
a, P-L 
羟基 被 取代 情况 
糖 链 - 肽 链 联结 方式 


几 个 月 内 ,得 到 糖 链 结构 的 大 部 分 或 几乎 全 部 信息 . 我 国 在 糖 链 
结构 测定 技术 方法 的 各 个 方面 ， 都 开始 或 已 经 做 了 一 些 工作 比 
较 起 来 , 在 化 学 的 和 仪器 分 析 的 技术 方法 方面 , 工作 多 一 些 , 在 生 
物 学 方法 方面 , 尤其 是 工具 酶 的 分 离 、 提 纯 和 应 用 方面 , 还 较为 薄 
弱 , 但 是 , 糖苷 水 解 酶 的 研究 已 有 一 定 的 开展 . 
《 求 惟 杰 ) 
(一 ) 多 糖 的 分 子 量 测定 和 纯度 鉴定 
二 .测定 多 糖分 子 量 的 方法 原则 
多 糖 的 分 子 量 测定 是 研究 多 糖 性 质 的 一 项 较为 重要 的 工 作 . 
多 狂 的 性 质 往往 与 它 的 分 子 量 大 小 有 关 . Pl, ARPA KE 
不 但 随 浓度 的 增 大 而 升 高 ,而 且 与 多 糖分 子 量 大 小 有 关 .， 一般 说 
来 ,分 子 量 增 大 粘度 增高 , 在 生物 学 研究 中 , 发 现 某 些 多 糖 由 于 分 
子 量 大 小 方面 差别 ,所 产生 的 某 些 效应 有 一 定 差异 . 以 右 旋 糖 酬 为 
例 ， 有 旋 糖 本 (Dextran) 是 由 细菌 (Leuconostoc mesenteroides, 
简写 为 工 . m.) 所 产生 的 多 糖 ， 单 体 分 子 均 为 葡萄 糖 . 分 子 量 在 
10 万 一 20 万 的 右 旋 粮 栈 ， 使 红细胞 聚集 成 绷 钱 状 的 作用 极为 明 
显 ,而 分 子 量 在 2 万 一 4 万 的 右 旋 糖 栈 , 对 红细胞 不 但 不 起 聚集 作 
用 ， 相 反 ， 使 聚集 的 红细胞 解 聚 . 多 糖 对 红细胞 起 聚集 和 解 聚 作 
用 , 不 但 存在 于 右 旋 糖 本 ,不同 分 子 量 大 小 的 羟 乙 基 淀 粉 、 羧 甲 基 
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认 粉 和 一 些 果 胶 等 物质 亦 具 有 类 似 情况 

昌 了 不同 分 子 量 大 小 的 多 糖 ,具有 不 同 的 性 质 . 在 多 业 的 应 朋 
中 , 如 以 其 作为 试剂 使 用 于 某 些 实验 时 ， 往往 需要 在 它 的 分 子 量 大 
小 方面 作 选择 . 重 如 从 血液 中 分 离 白 细胞 .血小板 等 ,可 征用 分 子 
BECKI AHEM APSR YS ZIT BY, Weer I ae, fF eet 
7H FH LF A RAS Ml We Bee Bp 中 , 党 疗 某 些 血栓 
任 疾 患 ,如 冠 心病 、 脑 血栓 .血管 闭塞 性 静脉 炎 等 可 选用 低 分 子 量 
的 石 话 糖 本 或 状 乙 基 淀粉 ， 因 为 它们 具 解 聚 红细胞 作用 和 起 到 放 
善 毛细 血管 面 流 循环 作用 ， 可 邦 不 论 在 多 糖 人 性质 的 研究 ,或 是 在 
它 的 用 途 等 方面 ,都 涉及 到 分 子 量 方面 的 问题 往往 需要 测定 它 的 
分 子 量 . 中 而 测定 分 子 量 成 为 研究 和 制备 多 粳 的 一 项 经 常 性 工作 

加 定 多 糖分 子 量 时 , 为 了 避免 因 存在 杂质 影响 测定 结果 , 需要 
把 检测 的 样品 简称 样品 或 检 样 ) 适 当 提纯 ， 用 于 分 子 量 测定 的 样 
Hits 纯 度 要 求 虽然 不 十 分 高 , 但 至 少 要 达到 (1T) 去 除 杂质 和 水 分 ; 
(2) 把 不 同化 学 结构 的 组 分 相互 分 开 ， 使 它们 在 测定 分 子 量 中 ,不 
MAT OL, 例如 某 些 工 :部 , BORAT HIE pee. 同时 可 产生 
PFT BER Fe ERE. 一 种 称 为 8_ 右 旋 糖 醋 ， 另 — 种 为 
上 右 旋 糖 栈 , 前 者 易 溶 于 水 , 后 者 水 溶性 较 益 这 两 种 右 旋 糖 酬 的 


化 学 结构 (此 处 指 单 体 分 子 间 链 的 配 位 ) 和 分 子 量 大 小 ， 都 是 存在 


WHARF; (3) 把 不 同 分 子 量 大 小 的 组 分 相互 分 开 ， 以 美国 的 
NRRL-L. m.—B 512 BFR fal, 此 元 在 芒 糖 培养 基 上 可 同时 产生 
丙种 不 同 分 子 量 大 小 的 右 旋 粮 本， 这 两 种 右 旋 糖 本 的 分 子 量 相差 
较 悬 殊 , 组 分 工 占 发 酵 产物 大 部 分 ， 分 子 量 可 达 百 万 ,而 组 分 开 占 
小 部 分 ,分子量 仅 数 万 ， 这 两 组 分 的 化 学 结构 ; 基本 上 是 一 致 的 . 

在 用 某 些 方法 进行 分 子 量 测定 时 ， 需要 先 将 小 分 子 量 的 盐 和 
单 糖 除去 提纯 多 糖 的 方法 ， 可 选用 合适 的 有 机 溶剂 , 如 乙醇 . 甲 
醇 、 丙 酮 等 ; 配 成 适当 浓度 的 水 溶液 作为 沉淀 剂 ， 反复 多 次 将 所 要 
提纯 的 多 糖 沉 淀 . 多 糖 的 纯化 亦 可 用 透析 法 . 凝 胶 色谱 法 .超速 离 
心 法 等 ， 去 除 多 糖 的 水 分 可 采用 烘 烤 法 ， 但 烘 烤 温 度 不 能 过 高 ， 
以 防 焦化 ， 因此 一 般 采 用 低温 减 压 去 除 残 留 水 分 . 某 些 多 糖 所 含 
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的 水 分 不 易 全 部 除去 ， 例 如 右 旋 糖 本 在 减 压 下 烘 烤 或 在 常 压 下 
104+1°C 连续 烘 烤 6 小 时 , 虽 已 可 达到 恒 重 ,但 用 卡尔 . 费 休 水 分 
测定 法 ,证 明 它 仍 含 有 0.39% 的 残留 水 分 ,此 0.3% 水 分 已 不 易 去 
除 , 但 对 其 分 子 量 测定 的 影响 不 大 . 

常用 于 多 糖分 子 量 测定 的 方法 ， 有 渗透 压 法 、 茹 气 压 渗透 计 
法 、 端 基 法 、 粘 度 法 、 光 散射 法 、 凝 胶 色 谱 法 和 超过 滤 法 等 ， 超 离心 
法 测定 分 子 量 , 由 于 设备 和 操作 等 原因 , 目前 在 多 糖分 子 量 测定 中 
应 用 不 多 . 

由 人 为 加 工 的 高 分 子 聚 合 物 ,一般 来 说 ,分 子 量 是 不 均一 的 ， 
多 糖 的 分 子 量 分 布 一 般 比 较 分 散 ， 所 以 一 般 所 称 的 分 子 量 是 大 小 
分 子 的 平均 数 , 即 平均 分 子 量 , 一 个 分 子 量 较 分 散 的 样品 , 若 用 不 
同性 质 的 分 子 量 测定 法 测定 它 的 分 子 量 的 结果 ， 往 往 存在 一 定 差 
异 ,用 渗透 压 法 、 蒸 气压 渗透 计 法 和 端 基 法 测 得 的 分 子 量 是 属于 数 
均 分 子 量 (1。) 性 质 的 , 用 光 散 射 法 测 得 的 是 样品 的 重 均 分 子 量 
(My) ,而 用 粘度 法 测 得 的 分 子 量 称 为 粘 均 分 子 量 ( 歼 ). 下 面 把 这 
. 三 种 不 同性 质 的 平均 分 子 量 的 含义 和 计算 作 简 单 说 明 . 
数 均 分 子 量 的 含义 可 以 用 下 式 玫 达 ; 

M,-W/ AN, ? (1) 


W = FF tn Bt, AOR CE ah RAS} PS FR KN MB FAR, 
Et TRB Wi, WAR Fe MM, ABE RID FH 
目 为 Ni, 则 


K=> Wy (2) 
W,=NiM, (3 
m ) 
W=2 NM (4) 
HX (4) ASK AL) : 
: M,= > Na/ 之 Ni (5) 


假定 有 一 个 高 分 子 溶液 ， 它 含有 100 个 分 子 量 为 10” 100 个 
分 子 量 为 10"， 和 100 个 分 子 量 为 10° 的 分 子 ， 那 末 它 的 数 均 分 子 
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== — 100+ (403) +100(104) 上 100.(109 5 ward 
M, a A NN A ee ee 
100+ 1004-100 ib: 


WM, SEAT EB, BOS} FART EE AY 
小 分 子 的 算术 平均 数 . 
重 均 分 子 量 的 含义 可 以 用 式 (6) 表 达 


Mr 一 之 MW,/> Wi 3 (6) 
将 式 (3) 代 入 式 (6) 
Mw = 3) NMi/S NM (7) 
用 式 (7) 计 算 上 例 溶液 的 重 均 分 子 量 ; 


到 — (100) + (10*)?+ (100) - (10*)®-+ (1.00) (4.0%)? 
ad (100) (10%) + (100) (104) + (100) (10°) 
=931 «40+ 

粘 均 分 子 量 的 含义 , 比 数 均 和 重 均 分 子 量 的 复杂 , MX 8) Pr 
示 . 

粘度 法 测定 分 子 量 ， 是 测定 样品 的 特性 粘度 ([9]). 需 通 过 
mark-Houwink 44x. 

[n] = K M* (8) 

或 M=*%/[n]/K 
计算 样品 的 分 子 量 ， K 和 w 是 二 个 参数 ， 其 数值 与 样品 的 化 学 结 
构 、 所 用 的 溶剂 和 实验 温度 等 有 关 . 

如 果 有 一 个 样品 , 经 过 分 级 划分 ;其 了 分 级 的 特性 粘度 为 [js 


则 
[四 ,一天 人 0Y (9) 
sk (9) FLW : 
[n]ss+Wi=K M?-W, 
或 [n]i= K MF: W/W, 
[yn] =K 之 LI Wid W, (10) 
将 式 (3) AK C0); 
- 80 。 


[yn] =K 之 NE /之 NM, (11) 
% Li My ita (8) Ay WM, ABA 


[yn] =K My (12) 
st (12) Fk 1), KMG=K > ,MetrD p> NM, 
My= Cove /之 的 (13) 


A113) 中 的 w 值 与 高 分 子 的 性 质 等 有 关 . 如 果 把 上 面 所 例 举 
的 高 分 子 溶 液 当 作为 右 旋 糖 本 溶液 ， 右 旋 糖 栈 溶 液 在 以 水 为 溶剂 
和 在 25C 下 的 w 值 , 常 在 0.50 AA, Wa 等 于 0.50, 计算 该 高 
SFR My, | 

m, — | 200) (10°) 35+ (100) (104) 25+ (100) (10°) 1° tte “ 
100 (10*) +100 (10*) +100 (10°) 
=8.6x10* 

通过 上 面 所 举 的 三 个 计算 例子 ,说明 同一 个 样品 ,分 别 用 数 均 
法 、 重 均 法 和 粘 均 法 测定 它 的 分 子 量 ， 测 定 结果 是 有 一 定 差 别 的 ， 
三 种 测定 分 子 量 的 方法 , 以 My RR, My My 为 小 ， 但 二 者 比 
较 接近 ， 三 者 中 一 般 以 到 ,为 最 小 EAM My 与 玖 .比值 : : 
My/M,=9.1x10*/3.7x10*=2.46, HARK, 这 是 由 于 该 高  : 
分 子 溶液 中 的 胶体 分 子 的 分 子 量 比较 分 散 . 如 果 样 品 中 的 胶体 分 
FR) RIYA, FH My 5M, 比值 应 当 较 小 , 或 接近 于 工 , 如 果 
样品 的 分 子 量 组 分 是 均一 的 , 那 末 二 者 比值 应 当 等 于 I. 因此 My 
与 型。 的 比值 ， 常 用 以 检验 样品 的 分 子 量 分 布 是 否 均匀 的 一 种 指 
标 . 

如 上 所 述 , 多 糖 的 分 子 量 一 般 是 不 均一 的 ,用 不 同性 质 的 测定 
方法 ,所 得 结果 不 免 存 在 差异 ， 因此 在 说 明 多 糖 的 分 子 量 时 , 应 当 
把 测定 方法 的 性 质 作 说 明 , Pn, Mw = 45 000, 或 M,=32 000, 

CHA) 

2. 渗透 压 法 测定 多 糖分 子 量 

利用 膜 渗 透 压 计 (Membrane Osmometer， 人 简称 MO 仪 ) 可 以 
测定 分 子 量 范围 在 工 万 50 万 之 间 的 多 糖分 子 量 。 本 法 不 需 用 

8 。 


标准 品 . 

如 果 把 多 糖水 溶液 装 在 半 透 膜 制 成 的 透析 袋 内 ” Rb WHET 
(水 )， 水 分 子 可 以 自由 通过 半 透 膜 ， 多糖 分子 则 不 能 通过 透析 膜 . 
因此 袋 内 的 多 糖分 子 必 将 吸引 更 多 的 水 分 子 渗 入 袋 内 ， 形 成 一 定 
的 渗透 压 ， 渗透 压 可 用 大 气压 表示 , 也 可 用 厘米 液 柱 高 表示 . BE 
压 与 溶液 中 溶质 分 子 数 有 关 . 可 以 用 范 特 荷 甫 公式 表示 : 

tV =nRT 


sth o WBE, VWARAB, n 为 溶液 克 分 子 数 , RAKE 
数 , 了 为 绝对 温度 . 

An=-W/M,W=-O0O-VW AREER, M 为 分 子 量 )， 代 入 
上 式 简 化 后 得 | 


RT | 
Oo c50 
Ai ES TEE D5 We 4 A a EAR I th EY Bt BED, 
RT : 
(2) 


na 
ene 
(1X stir ik HH) 


ACL MEHR FA AG BGK tty WG GH Knauer 公司 的 膜 渗透 
WX. 仪器 配 用 该 公司 特 
制 的 双 层 专 为 测定 水 溶 
性 物质 用 的 膜 作 为 半 透 
膜 溶剂 为 脱 气 蒸馏 
水 


M= 


仪器 的 主要 部 件 是 
渗透 池 ， 由 半 透 膜 分 隔 
成 上 下 两 池 ( 图 30)， 下 
池 底 部 中 央 有 一 压 敏 换 
. 能 元 件 ， 操 作 时 先 将 下 
430 膜 渗 透 压 计 示 意图 池 充 满 纯 水 ， 加 上 腊 后 


再 符 上 池 充 满 测定 的 溶液 . 在 恒温 条 件 下 使 两 池 达 成 平衡 , 压力 
之 差 由 换 能 器 输出 信号 放大 后 记录 , 求 得 天 值 . 

【操作 】 

(以 者 旋 糖 栈 分 子 量 的 测定 为 例 ) 

(1) 仪器 准备 ， 将 脱 气 后 的 蒸馏 水 充满 下 池 ， 浸 泡 好 的 半 透 
膜 覆 盖 于 其 上 并 注意 勿 使 气泡 进入 ， 将 上 池 压 紧 ， 按 操作 要 求 逐 
步 旋 紧 中 心 螺 丝 ( 约 需 8 小 时 ) ， 装 上 针 闪 及 校正 杯 进行 仪器 校正 
( 约 地 小 时 )， 取 下 针 形 闽 及 校正 杯 , 装 上 进 样 管用 溶剂 充分 冲洗 
后 ,开动 记录 仪 , 划 出 基线 (12 小 时 ). 
名 样品 准备 ， 每 一 测定 的 样品 需 配 3 一 5 个 不 同 浓度 的 溶 
液 。 本 试验 中 用 右 旋 糖 本 配制 成 0.209g/100mL(O)，0.403g/ 
100mL(O % 0.626 2/100 mI. (oa) 三 种 浓度 的 溶液 . 

(3) 样品 测定 ， 先 用 浓度 为 O, 的 样品 由 进 样 管 注入 上 池 , 清 
洗 三 次 ,再 注 满 进 行 测量 , 直到 记录 仪 达到 平衡 ， 划 出 的 直线 与 基 
组 之 间 的 距离 即 为 该 浓度 溶液 的 严 值 . 2 

同 法 测定 On, Os YE ME AY oc (EL. : 

(4) 分 子 量 计 算 ， 将 下 表 中 各 项 列 入 ; 


样 . 品 1 2 3 
WK EE C(g/100 mL) 0.209 0.403 0.626 
. Bia 0.3 0.5 0.8 


a/C 1.4354 1.2717 . .. 1.238 


Hf oc /O 对 O 作 图 求 得 mr/Oose 4 1.50, t= 24°C, D=0.9973, 
代入 公式 (2) 


FJ .848X (273 十 24) 


国 ) 万 ”5x0.003 -—" iw 
C0 


【讨论 2 
(渗透 压 法 测定 分 子 量 ， 要 求 样品 内 不 含 分 子 量 小 至 能 透 
过 半 透 膜 的 物质 , 否则 不 易 达 成 平衡 . 
(2) 渗透 压 法 成 功 的 关键 是 找到 合适 的 半 透 膜 ， 要 求 空 阶 率 
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BK FL EL, 并 有 一 定 强 度 . 
(3) MO 仪 测定 比较 费时 , 宜 一 次 准备 多 个 样品 ; CTE SE UE 
行 测量 .可 以 用 同一 次 的 基线 数据 . | 
【文献 】 
钱 人 元 ,高 聚 物 分 子 量 的 测定 。 
Knauer 公司 , 膜 涂 进 仪 实验 操作 说 明 书 。 


(BREF SrA) 


3. 藏 气压 法 测定 多 糖分 子 量 
利用 蒸汽 压 渗 透 计 (Vapor Pressure Osmometer, 简称 VPO 
仪 ) 可 测定 分 子 量 范围 在 500~10 000 之 间 的 多 糖分 子 量 ， 方法 简 
2 Saag Ny HARE. (ie 
hada 根据 稀 溶 液 的 热力 学 性 质 我 
- ， 们 知道 在 溶剂 中 溶 有 溶质 时 ， 沸 点 
Fria, AU PB. 如 果 将 蒸汽 压 
。 GD) 与 温度 (2Z) 作 图 表示 , 则 可 得 图 
”中 中 的 关系 . 从 图 3 红 可 以 看 到 ,在 
_， 素 汽 压 达到 平衡 的 一 个 体系 中 ， 深 
液 的 温度 要 高 于 洲 剂 的 温度 ， 才 能 
AS TUE) Sia MRM. We 


?的 关系 曲线 度 时 溶液 比 溶剂 高 出 的 温度 又 和 深 
质 的 分 子 量 有 关 ， 根据 拉 乌 尔 定律 ， HATES 
M= KF 


AP M 为 溶液 中 溶质 的 分 子 量 , K 为 溶剂 常数 (可 以 用 已 知 分 子 
量 的 标准 物 测定 而 求 得 )，O AYRE (mg/kg), AT 为 溶液 比 
溶剂 提高 的 温度 .因此 用 VPO 仪 测 得 AT 后 ， 即 可 计算 出 分 子 
量 . 因 本 法 与 溶液 中 的 粒子 数 有 关 , 故 得 到 的 多 分 散 样 品 的 平均 
分 子 量 为 数 均 分 子 量 . 
【 仪 右 和 试剂 】 
VPO 仪 : 西 德 人 nauer 7 其 核心 部 件 为 一 对 丐 配 的 . 


调和 


测 温 探头 , 由 热 敏 电阻 组 成 . 
图 82 示 两 不 热 续 电阻 探头 伸 入 一 密闭 的 恒温 容器 中 ， — PR 
头 上 悬挂 溶剂 液 滴 ， 一 个 探头 
LAE. BIMESL Z 
间 的 温度 差 AT’ 的 电信 号 经 放 
大 输 至 记录 仪 记录 . 

【操作 】 

以 测定 菊 糖 衍生 物 83-II 
号 样品 为 例 . 

Gb 标准 样品 的 配制 ， 以 Le 
标 称 分 子 量 为 5000 的 菊 糖 标 32 VPO 仪 剖 视 示意 图 
准 品 (英国 生产 ), 用 除 气 的 蒸馏 水 配 成 溶液 . 

(2) 样品 溶液 的 配制 ， 将 83-II 号 菊 糖 衍生 物 (78 BM ot BY 
根 ) 如 上 配 成 144.38 mg/kg 的 水 溶液 . 

(3) 零 线 位 置 的 确定 ， 先 将 标准 液 . 样 品 液 及 溶液 (BLA EI 
AK) HRA POSE 1 aL 注射 器 内 (ARAB 7K J 2 3X) , 插入 仪器 上 的 
孔 腔 内 ,使 平衡 至 37°C ( 约 需 土 小 时 ). 

两 支 盛 水 的 注射 器 使 两 个 探头 上 均 挂 上 液 滴 ， 液 滴 的 大 小 可 
从 观察 窗 观 察 .两 液 滴 大 小 应 基本 相同 , 不 宜 过 大 或 过 小 , 否则 液 
滴 容 易 掉 下 或 数据 不 稳定 . 

平衡 10 分 钟 后 使 记录 仪 记录 10 分 钟 ， 夯 出 的 直线 即 为 零 线 
位 置 . 

C4) 样品 测定 : 用 手 推 盛 溶 液 的 注射 器 使 一 个 探头 上 挂 上 溶 
液 液 滴 ， 另 一 探头 则 挂 上 新 鲜 的 溶剂 , 让 记录 仪 走低 10 分 钟 进 行 
记录 ， 画 出 的 直线 与 刚才 零 线 之 间 的 距离 即 为 该 溶液 的 47 值 . 


如 上 重复 三 次 , 取 均 值 ,得 数值 为 34. 8 
(5 标 样 测定 及 标准 K 值 的 计算 ， 用 标准 样品 液 按 和 进行， 
根据 公式 计算 出 EK (iy 10182. 


(6) 样品 分 子 量 的 计算 ，M=10182/1.9562=5200 
所 以 菊 糖 83-1 的 分 子 量 为 5200, 
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【讨论 】 
”GD RUE ME EPS TO, 优点 是 快速 简单 ,但 
选用 标准 品 时 要 注意 ,最 好 是 已 知 分 子 量 的 同一 类 物质 , 求 得 稳定 
HK 值 后 再 进行 样品 的 测定 

(2) 样品 中 不 能 含 有 NaCl WARE AS FA 否则 所 得 
均值 偏 低 . 

【文献 】 


钱 人 元 ,高 聚 物 分子 量 测定 。 
Knauer a], VPO 仪器 操作 说 明 书 。 


Rete (CRER 3x) 

4. mRIEN LZBATE | 

用 端 基 法 测定 分 子 量 的 基本 原理 ， 是 测定 单位 重量 样品 中 所 
含 可 测 端 基 之 数 , 即 每 克 检 样 的 可 测 端 基 的 克 当 量 数 ; 或 是 每 毫克 “ 
中 的 毫克 当量 数 , 从 而 计算 检 样 的 分 子 量 ， 例 如 , 对 某 一 种 多 糖 的 
分 子 结构 ,业已 明确 知道 , 它 每 一 个 分 子 链 含有 一 个 可 测 端 基 和 每 
毫克 中 所 含 的 可 测 端 基 为 志 毫 克 当 量 ， 那 未 ， 该 多 糖 的 分 子 量 应 
该 是 1/4. 可 见 检 样 的 分 子 量 , 是 它 每 毫克 重量 中 所 含 可 测 端 基 
的 毫克 当量 数 的 倒数 ， 在 端 基 法 测定 分 子 量 时 ， 分 子 量 计算 的 通 
式 为 : 检 翌 重量 ( 训 克 )/ 可 测 端 基 ( 毫 克 当 量 数 ) 检 样 的 分 子 量 
6 

所 以 用 端 基 法 测 分 子 量 要 求 检 样 的 化 学 结构 须 具备 如 下 二 个 
条 件 ，@ 每 一 个 分 子 链 端 须 具 有 可 以 用 化 学 方法 作 分 析 的 基 团 ， 
以 便 采 用 一 定 的 定量 分 析 方法 , 对 该 端 基 作 定 量 分 析 ， © 检 样 的 
每 一 个 分 子 链 , 它 所 含 可 测 端 基 的 数目 , 不 但 须 明 确 , 而 且 数 目 应 
男 定 不 变 . 

大 多 数 和 多 糖 是 具有 可 测 的 还 原 性 半 缩 醛 端 基 团 的 ， 对 这 类 多 
糖 , 可 采用 不 同 的 氧化 法 进行 分 析 测定 , 在 分 析 测 定时 往往 需要 用 
一 个 已 知 分 子 量 的 参 比 物 ， 而 且 参 比 物 的 佬 学 结构 需要 与 样品 的 
化 学 结构 相仿 , 因为 具 不 同化 学 结构 的 高 分 子 物 , 虽 具 有 类 似 的 还 
原 性 基 团 , 但 其 化 学 性 质 在 程度 上 往往 存在 差异 . 例如 在 测定 淀粉 
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的 分 子 量 时 ， 往 往 以 才 芽 糖 作 人 参 比 物 ， 而 测定 右 旋 精 本 的 分 子 量 
”时 , ARMS MURA. 因为 前 两 者 的 葡萄 糖 基 间 是 
以 xdT->4 连 接 的 ,而 后 两 者 却 是 以 wd->6 连结 的 聚合 物 . 

与 其 他 的 分 子 量 测定 法 相 比 ,用 端 基 法 测定 多 糖分 子 量 , 所 需 
仪器 设备 较为 简单 ， 也 不 需 采 用 多 个 浓度 的 溶液 测定 ， 再 以 无 限 
稀释 ,用 作 图 外 推 法 去 计算 样品 的 分 子 量 , 因而 在 多 糖分 子 量 测定 
中 经 常 应 用 它 . 但 本 方法 在 实际 应 用 中 受到 某 些 因素 限制 , 除了 
上 上述 的 对 检 样 化 学 结构 方面 的 要 求 外 ， 对 分 子 量 比较 大 的 样品 应 
用 本 方法 是 不 适宜 的 . 因为 端 基 法 分 子 量 测定 中 ， 往往 采用 容量 
法 或 重量 法 ,而 分 子 量 较 大 的 多 糖分 子 , 相对 地 说 在 单位 重量 中 所 


含 可 测 端 基 之 数 比较 少 , 这 使 分 析 测 定 受到 一 定 影响 ,一 般 认 为 ， 


分 子 量 到 达 2 万 至 8 万 时 , 实验 误差 已 有 可 能 到 达 20% 左右 .再 
者 ,如 果 有 的 多 糖 其 端 基 团 须 经 过 化 学 转化 方 可 作 测定 的 话 , 那 末 
转化 反应 必须 完全 , 转化 中 不 产生 降 聚 作用 ,否则 都 将 影响 测定 结 
果 . 下 面 介 绍 九 种 常用 的 测定 多 糖 还 原 端 基 的 定量 分 析 方 法 . 

G) 3, 5- 二 硝 基 水 杨 酸 比 色 法 

本 方法 是 利用 还 原 糖 与 3, 5 二 硝 基 水 杨 酸 反应 时 ， 产 Bi 
色 . 测定 检 样 时 ， 用 一 个 已 知 分 子 量 和 已 知 浓度 的 溶液 作 参 比 ， 
经 过 比 色 ,计算 检 样 的 分 子 量 . 

【试剂 】 

3, 5- 二 硝 基 水 杨 酸 溶液 ， 称 取 666 mg 经 二 次 重 结晶 的 3, 5- 
二 硝 基 水 杨 酸 , 溶解 于 200 mL 浓度 为 Amol/L 的 氧 氧化 钾 溶液 

【操作 】 

称 取 样品 100~200 mg 放 入 100x20mm iA, M15 mL ix 
剂 ,经 过 搅拌 使 样品 溶解 , 然后 在 65°C 的 便 温 水 浴 中 保温 工 小 时 ， 
待 冷 却 至 室温 后 ， 将 反应 液 移 入 50imL 容量 瓶 ， 用 水 淋 洗 反应 管 
多 次 , 淋 洗 液 并 入 容量 瓶 , 添 加 水 至 刻度 . 

用 同样 方法 , 取 试 剂 15mL 放 入 试管 , 经 保温 , 待 冷却 到 室温 
后 ， 移 六 容量 瓶 加 水 到 50mL， 作 为 对 照 溶 液 。 比 色 时 用 500nm 
滤 光 板 . 


oe 


如 果 检 测 的 样品 是 淀粉 , 则 可 用 考 芽 糖 作 参 比 物 . 取 考 芽 糖 
4mg， 与 检 样 的 显 色 反应 同样 操作 ， 然 后 从 50mL 容量 瓶 中 取 一 
部 分 作 适 当 稀 释 ， 配 制 成 几 个 不 同 浓度 浴 液 , 测定 它们 的 光 密 度 ， 
作 浓 度 - 光 密度 曲线 图 .图 中 的 麦芽 糖 浓 度 , 可 以 用 考 芽 糖 的 毫克 
当量 表示 , 读 取样 品 的 光 密 度 之 后 , 从 该 曲线 查 对 其 相应 的 毫克 当 
量 数 人 2)， 从 而 计算 样品 的 分 子 量 . 


歼 . 二 样品 (mg) 
化 


(ii) 碱 性 铜 盐 试 剂 反应 滴定 法 

以 Somogyi 氏 碱 性 铜 盐 试 剂 氧 化 还 原 糖 方法 , 测定 多 糖 端 基 
的 半 缩 醛 基 团 ,从 而 计算 出 它 的 分 子 量 . 

【试剂 】 

Ta HE Fal ERIK FH, NasHPOi.I12Hs0O 76.6g， 酒 石 酸 钾 钠 42g， 
YEE 1 mol/L HAA AK 100 mL, ye REA 10% 的 QuSOa， 
5H.0 WARK 80mL, NasSO,180¢, 加 水 配 成 二 000 mL, 

0.01 mol/L 碘 酸 钾 溶 液 . 

2.5% BEAL BRYA UR CFA Bot it GF BC fil) . 

1mol/L H.SO,, 

0.0025 mol/L 硫 代 硫酸 钠 溶 液 ( 临 用 前 ; 以 0.02 ey 的 硫 
代 硫 酸 钠 溶液 稀释 , 经 标定 后 使 用 ). 

【操作 】 

精确 称 取 样品 芋 ~2g, 用 蒸馏水 溶解 后 , 配制 成 50mL, 称 取 
Pitt 5 mL 分 别 置 于 两 只 容量 为 100mL ABW OW =A bei, AH 
取 一 只 100mL 具 磨 砂 口 的 三 角 烧 瓶 盛 放 5z 蒸馏 水 , 作 滴 定 对 
照 用 ,向 三 角 烧 瓶 中 分 别 加 入 碱 性 铜 盐 试 剂 5m 工 ， 然 后 接 上 具 磨 
砂 接头 的 冷凝 管 , 放 入 正在 沸腾 的 水 浴 中 , 煮沸 .30 分 钟 之 后 ,小心 
地 把 它们 从 水 浴 取 出 , 取 时 勿 使 瓶 中 溶液 搅动 , 待 冷 至 室温 后 , 于 
各 瓶 中 精确 量 加 0.01mol/ 工 的 碘 酸 钾 溶 液 15 mL, FEN 2.5% 的 
碘化钾 溶液 1mL ( 须 沿 瓶 辟 加入， 使 沾 在 瓶 壁 上 的 反应 液 淋 洗 入 
瓶 中 , 加 液 时 勿 使 反应 液 搅动 , aE SAAC), 再 加 工 mol/ 工 的 
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H.8O,1.5mL， 加 毕 后 立即 搅动 混 匀 ， 然 后 加 1% 可 溶性 淀粉 
damL 为 指示 剂 ， 用 0.0025 mol/L 的 硫 代 硫 酸 钠 溶液 滴定 至 蓝 色 
退去 为 终点 . 
如 果 检 测 的 样品 是 右 旋 糖 醋 , 参 比 物 应 以 异 麦 芽 糖 为 宜 , 但 是 
异 麦 芽 糖 的 结晶 纯化 比较 困难 ， 可 改 用 龙 胆 二 糖 (gentiobiose) 作 
SUM, 龙 胆 二 糖 是 B 结 构 16 的 葡萄 糖 双 糖 , 实验 证 明 , 异 麦 芽 
糖 的 还 原 性 质 为 龙 胆 二 糖 的 93.9%， 因 此 用 龙 胆 二 糖 作 参 比 物 去 
计算 右 旋 糖 本 的 分 子 量 需 要 经 过 校准 . 
.用 硫 代 硫酸 钠 溶 液 滴定 测定 龙 胆 二 糖 ， 每 mL 0.0025 mol/L 
的 硫 代 硫 酸 钠 相当 于 0.216 mg 龙 胆 二 糖 , 因此 样品 ( 右 旋 糖 栈 ) 的 
分 子 量 : 
M,= W x0.939 
V. (8,216) 


842.3 
式 中 :于 = 样品 的 取 量 (mg); 
V =i EY AE BY 0.0025 mol/L 的 硫 代 硫酸 钠 体 积 (mD) 
(空白 对 照 滴定 值 减 去 样品 滴定 值 ). 

经 计算 , 龙 胆 二 糖 的 分 子 量 为 342 .3. 

(Econ WU cE A ee PEAT AS FRE, He Are HE BT 100 mg, 滴定 右 旋 
糖 栈 时 ,用 去 0.0025 mol/L wit at RAM 14.12 mL, 消耗 于 对 
FA RY Ay 21.638 mL, 

: 100 x 0.939 a 
my OM, Cay wes ( 5-216) =1.98x10 
《ii 把 多 糖 转化 为 氰 醇 (Cynohydrin) 的 测定 法 

把 多 糖 (了 ) 与 氰 化 钾 反 应 ,成 为 多 糖 氰 醇 (POHOHON), 然后 

在 碱 性 条 件 下 使 氰 醇 水 解 ,释放 出 氮 : 


POHO 一 > > POHOHON co NH, 


释放 的 氮 用 标准 浓度 盐酸 吸收 ,再 用 氢 氧 化 钠 滴 定 , 释 放 的 氮 的 毫 
摩尔 量 ， 即 为 多 糖 还 原 基 团 的 毫 摩尔 量 ， 从 而 计算 多 糖 的 分 子 量 ， 
本 方法 常用 于 纤维 素 等 的 分 子 量 测定 . 
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【试剂 】 

0.4mol/L MR, 0.8mol/L MALHYAM, 20% BAL 
液 ,0.01 mol/L 的 标准 盐酸 ,0.01mol/ 的 标准 氢 氧 化 销 . 

【操作 】 

精确 称 取 禅 品 100~~200mg, 放 在 500 mL Fe PH BY ALTE 
瓶 中 , 加 蒸 饮水 3mL, 使 样品 吸水 润 湿 , 再 加 浓度 为 0.4imnol/ 石 前 
醋酸 5mL 和 浓度 为 0.8 mol/L 的 区 ON 溶液 SmL, 盖 上 致 璃 塞 后 
于 39°C 温度 保温 48 小 时 ， 然 后 用 酸 将 反应 液 酸 化 至 甲 基 红 呈 酸 
性 , 通 以 空气 ,驱逐 反应 液 中 剩 留 的 氰 化 物 , 然后 加 浓度 为 209% 的 
氢 氧 化 钠 溶液 10 mL 以 燕 气 蒸馏 法 将 氨 蒸 出 并 吸收 于 一 定 体积 
(Vue) 的 标准 盐酸 中 ,， 燕 馅 完毕 ,以 标准 氢 氧 化 钠 滴 定 盐酸 (吸收 
溶液 ) , 记录 所 消耗 的 氢 氧 化 钠 的 体积 (saoa) .样品 的 分 子 量 ， 


M,=-—__\ = 样 醒 重量 mg) _ 
wT (aa x 0 . 01) ihre (V xeon x 0. 01) 


OCR] 
Smith, F., Rex Montgomery, Methods of Biochemical Analysis, 3: 153~212, 
by David Glick, Interscience Pub. Inc. New York. 
Isbell H. S., et al., J. Research Natl. Bureau Standard, 50: 81, 1953. 
; Garmon, R. G., Polymer Molecular Weight, Part I. by Philip. E. Slade Jr. 
pp. 32~73. Marcel Dekker Inc. New York, 1975. 
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5. 光 散 射 法 测定 多 糖分 子 量 

当 一 个 光束 通过 介质 时 ， 在 六 射 光 方 向 re 也 能 
观察 到 光 强 现象 , 这 是 由 于 光 通 过 介质 时 产生 光 的 散射 . 透明 介 
质 的 光 散 射 是 由 于 介质 内 分 子 的 热 运 动 引起 介质 折光 指数 或 介质 
介 电 常数 的 局 部 升 落 ， 一 个 单纯 液体 (溶剂 ) 的 光 散 射 是 由 于 溶剂 
密度 的 局 部 升 落 . 而 一 个 溶液 的 光 散 射 ， 除 由 于 溶剂 密度 的 局 部 
升 落 外 , 还 存在 着 溶质 浓度 的 局 部 升 落 , 同一 高 分 子 浴 液 在 同一 
温度 下 ， 溶 液 的 局 部 浓度 升 落 的 大 小 与 溶液 浓度 和 渗透 压 之 间 的 
变化 (ar/80) 有 关 .， 当 溶液 中 高 分 子 物 质 的 分 子 小 于 入 射 光 在 深 
液 中 波长 的 1/20 时 ， 溶 液 的 光 散 射 在 '90” 散射 角 ( 指 入 射 光 方向 
，90，， 


与 散射 光 方 向 的 角度 ) 处 的 散射 光 强 (Beo) 与 入 射 光 强 的 关系 如 下 
HK: 


KO KO 
7 WE ) 
Gar)(3o) ar + 24s 
a I tect 
Se ee ek, . ? 
be aN 7 +2A.0 (2) 


oh, R= AH, TE (K), 4a AHH, Roo 
射 介 质 的 瑞 利 比 (Rayleigh ratio) , 
Ryy= 9? = (3) 


式 中 五 = 入 射 光 强 , Too= 7E 90° 散射 角 , 距 散射 中 心 (om) 处 , 每 
立方 厘米 散射 体积 所 产生 的 散射 光 强 ( 需 减 去 纯 深 剂 的 散射 光 强 ) 


K- Say (ao) @) 


sh rp m= YF HTPC AL A AGE 2s HK KE (A), N= ba 
佛 加 德 罗 常 数 ,O= 检 样 溶液 浓度 (g/mIL). an/8O= 检 样 溶液 折光 
指数 的 浓度 依赖 性 常数 (对 同一 种 多 糖 来 说 , 它 是 一 个 常数 ) . 

由 于 五 比 了 oo KZ, Alb, Loo/Ti 的 绝对 值 极 小 (Cso 在 
10~* 25 LO-® Beek) ,直接 测定 此 比值 是 困难 的 , 因此 一 般 都 使 用 
参 比 标准 作 相对 测定 ; 常用 的 参 比 液体 有 葵 、 甲 葵 、 二 硫化 碳 和 四 
氯 化 碳 等 . RLM HY Roo 值 业 由 前 人 精确 测定 ， 可 借用 前 大 的 
数据 . 在 实验 测定 中 ,散射 体积 和 > 是 固定 的 ,至 于 检 样 的 gz/8O 
(i, 对 同一 种 检 样 来 说 ， 只 需 测定 一 次 ， 因 它 与 分 子 量 大 小 无 关 . 
所 以 测定 检 样 的 分 子 量 时 ， 只 需 测定 检 样 溶液 对 参 比 液体 在 90。 
散射 光 强 的 比值 , 即 可 计算 检 样 溶液 的 Roo. 

从 公式 (2) 可 以 看 到 , 当 溶 液 浓度 接近 于 零 时 (O->0), 检 样 的 


分 子 量 为 元 和 值 的 倒数 , 因此 需要 把 检 样 配 成 几 个 不 同 浓度 的 深 
液 后 ,分 别 测定 它们 的 SS fit, 然后 作 SOO 图 ， 作 图 后 可 得 


Roo 
到 一 条 直线 ， 把 直线 往 ES 轴 引 伸 ,交点 的 截 距 即 为 浓度 接近 于 
,网 


eth SO 8. 


ania Hie 常用 的 是 汞 灯 , 经 过 滤 光 片 , 波长 . 


4y 4358 A. 

溶液 的 散射 光 强 是 极 微弱 的 ,一 般 需 用 电子 管 倍 增 管 放大 .站 
me Zit, WOM RR REM. 光 散 射 分 子 量 测定 
记录 表 中 的 Go (Glo 和 Geo 等 ) 是 指 检 流 计 的 读数 ， 

【仪器 】 

光 散 射 分 子 量 测 定 仪 , 示 差 折光 仪 . 

【操作 】 

(1) 溶液 的 配制 : 精确 称 取 检 样 3~4g, 溶解 于 重 蒸 无 离子 水 
100mL 中 . 


(2) 浴 剂 和 溶液 的 除尘 : 用 于 光 散 射 测定 的 溶剂 和 溶液 都 须 - 


经 过 除尘 处 理 , 除尘 好 坏 是 测定 分 子 量 的 关键 问题 . 溶剂 和 溶液 中 
如 存在 尘 粒 将 产生 强烈 散射 光线 而 把 溶液 中 溶质 分 子 的 散射 光 掩 
盖 , 为 了 提 访 样品 中 存在 尘 粒 和 得 到 较 好 的 光 散 射 数 据 , 在 样品 的 
制备 .级 分 .干燥 . 称 量 和 配 液 等 步骤 中 , 都 应 采取 防 尘 污 染 措施 . 

溶剂 和 洲 液 除尘 方法 常用 的 有 超 离心 沉降 或 过 滤 处 理 法 等 . 
”用 离心 法 除尘 ,离心 速度 一 般 采 用 工 万 至 2 万 转 / 分 钟 , 半 小 时 至 
1 小 时 , 离心 完毕 , 取 离 心 管 时 , 尽量 不 使 液体 搅动 ,用 移 液 管 吸取 
上 层 清 澈 的 液体 , 溶液 的 过 滤 除 尘 ,一 般 先 通过 8 BB Se 
熔 漏 斗 ,或 用 3 号 垂 熔 漏 斗 后 再 通过 0.2~0.45wm 微 孔 滤 膜 . 漏 
斗 和 滤 膜 在 使 用 前 必须 充分 冲洗 ， 除 去 漏斗 和 滤 膜 内 部 的 颗粒 杂 
质 . 

水 溶液 的 除尘 纯化 效果 , 比 非 极 性 有 机 溶液 的 为 差 . 溶剂 和 
溶液 的 除 侍 好 坏 , 可 以 通过 光 散 射 仪 测 定 它们 的 前 后 不 对 称 系数 ， 
即 测定 它们 在 45° (Gas) Al 135° (Gass) 的 散射 光 比 值 ， 以 溶剂 的 
Gas/Ghss 不 超过 工 .02 和 溶液 Gsa/Guasas 不 超过 工 .20 为 宜 . 

(3) 样品 溶液 的 On/O0 测定 ;多糖 溶液 的 anw/80 值 ,一 般 为 

工 量 级 .测定 On/OO 时 的 洲 液 浓度 常 为 10-ag/mL， 溶 液 与 溶 
4 92 ， 


ea 


剂 的 折光 系数 之 差 An 则 为 10-s 量 级 ,所 以 如 的 测定 必须 准确 至 
10-5; 普通 的 折光 仪 已 不 能 满足 要 求 ; 须 用 示 差 折光 仪 予 以 测定 . 

在 一 定 温度 和 用 单 色光 光源 下 测定 溶剂 的 折光 指数 wo， 和 在 
同样 条 件 下 测定 样品 溶液 的 折光 指数 w， 二 者 之 差 甸 一 mo) WH An, 
如 果 将 衬 品 配 成 几 个 不 同 浓度 溶液 ,分 别 测定 它们 的 折光 指数 后 ， 
作 4n-C 图 ， 图 中 可 得 到 一 条 直线 ， 直 线 斜 率 即 为 该 样品 的 

an/a0 值 . 

检 样 溶液 的 en/8C 值 与 它 的 分 子 量 大 小 无 关 ， 在 分 子 量 测定 
”时 所 用 的 溶液 浓度 范围 内 On /OO 值 应 当 是 恒定 的 . 因此 在 测定 同 
一 种 多 糖 的 分 子 量 时 , 其 nm/2O 值 只 需 测 定 一 次 就 可 以 , 但 对 另 一 
种 多 糖 的 分 子 量 测定 , 则 另 需 测定 它 的 en/28C 值 . 

用 于 sn/20O 值 测定 的 光源 , 应 与 分 子 量 测定 光源 一 致 ， 测定 
时 溶剂 和 溶液 的 温度 应 保持 接近 ,! 一 般 不 超过 0.01*C， 样 品 溶液 
的 浓度 可 配制 在 0.5~2x10-ag/mL. 

(4) 样品 分 子 量 测 定 ， 测 定 分 子 量 的 散射 池 可 采用 半 八 角形 
的 散射 池 (图 38),， 池 中 先 盛 放 溶剂 , 测 得 溶剂 的 散射 光 强 数据 后 
往 散 射 池 中 加 样品 溶液 ,样品 溶液 的 逐次 加 入 ,使 散射 池内 的 液体 
浓度 逐次 增 大 , 这 样 可 以 测定 不 同 浓度 样品 溶液 的 散射 光 强 . 数 
据 的 记录 与 处 理 见 下 表 . 


半 八 角形 散射 池 


. 工 90 
(Goo) 
ASS 半 八 角形 散射 池 
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一 光 获 射 分 子 量 


No.| 8S 人 -4 |_ KO; 6 
(g) | SW; SW Ws x 10-2] C,;x10 0 6 


四 四 


| 一 
一 -一 一 一 一- 一 
一 
”一 -一 一 一 
一 ~ | -一 | 一 
-一 一 一 


二 | | -| = Lee 
——] 


a a 


浏 定 记录 


Wo 溶剂 人 | Co(g]mT) 


(4 (2n/e0) 


aly jtindiel 
Sa i 
-一 一 vine 
oii pie 
earl 


在 半 八 角形 散射 池 中 放 一 支 磁 力 搅拌 棒 (以便 在 添加 样品 原 
溶液 后 进行 搅拌 ， 使 溶液 混合 均匀 ， 然 后 测定 其 散射 光 强 ) BLE 
池 盖 后 ， 称 取 重 量 和 把 重量 数据 记 入 记录 表 的 第 @ 格 中 (参见 附 
#), 然后 将 经 过 除尘 处 理 的 溶剂 (水 ) 装 入 池内 ,水 的 体积 约 
30imL， 以 液 面 稍 高 于 入 射 光线 的 位 置 为 合适 ， 称 取 其 重量 ,并 把 
重量 记录 在 表 中 第 @ 格 中 , 散射 池 中 盛 放 溶剂 的 重量 ( 即 @ 一 @)， 
” 记 入 第 @@ 格 中 ， 将 散射 池 放 入 光 散 射 仪 ， 测 取 深 剂 的 各 散射 角度 
的 散射 光 强 (Go, G's, Geo All Giiz5) (Hr Tit HE AL, 下 同 )， 并 分 别 
填写 于 表 中 横行 No. 0 的 人 和 多 ， 其 Glas 与 Gass 的 比值 不 得 超过 
1.02 方 符合 溶剂 除尘 要 求 , 如 果 达 不 到 此 要 求 需 将 溶剂 重 作 除 尘 
处 理 . | 

取 一 部 分 经 过 除尘 处 理 的 原 溶液 , 测定 它 的 密度 (op) .实验 采 
用 称 量 法 配制 不 同 浓度 的 检测 溶液 , 但 在 原 溶 液 浓度 较 高 情况 下 ， 
需要 作 体积 校正 . ) 将 另 一 部 分 溶液 装 在 滴 瓶 中 称 取 其 重量 ( 瓶 与 
液 )， 记 录 于 表 的 No. 0 的 @ +. 配制 不 同 浓度 检测 溶液 时 ， 取 
滴 瓶 中 的 原 洲 液 逐次 往 散射 池 添加 ， 每 次 滴 加 6~8 滴 (合约 0.83 
mL) ,每 次 取 液 后 , 称 到 滴 瓶 重量 ,并 记 入 表 的 竖 行 四， 滴 瓶 所 减 
轻 的 重量 , 相等 于 散射 池 增加 的 重量 ， 把 数据 记录 在 紧 行 四， 坚 


本 本 让、 ab DD =Wi-p 一 3 
行 四 是 原 溶液 在 散射 池 中 的 重量 (或 久 sa pe X10, 


合算 为 体积 )， 在 溶液 浓度 较 低 情 况 下 ，p 值 接近 于 二 可 略 不 计 ，， 


© 中 的 O, 为 原 溶液 的 浓度 与 © 的 乘积 ， 是 散射 池 中 溶液 的 浓 
度 ， 散 射 池 中 的 溶剂 在 第 一 次 滴 加 原 溶液 后 的 散射 光 强 Go 和 Go 
(Gas, Goo 和 Giss) 分 别 记录 入 横行 No.I 的 团 和 四 ， 其 Gu 和 
Gis5 间 比 值 不 得 超过 工 .20， 方 符合 溶液 的 除尘 要 求 . 然后 第 二 次 
往 散 射 池 添加 原 溶液 , 把 计算 和 测 得 的 数据 ,分 别 记录 在 玫 中 横行 
No. 2 各 相应 位 置 中 , 以 同样 操作 把 原 溶液 往 散射 池 添 加 , 把 数据 
记录 在 麦 的 横行 No.-3，4… 的 相应 位 置 中 , 一 般 需 作 5 个 或 5 个 
以 上 不 同 浓度 溶液 的 测定 , 每 次 测 得 的 Go 值 应 当 是 一 致 的 . Go 值 
的 恒定 与 否 与 光源 和 仪器 在 工作 过 程 中 的 稳定 性 有 关 . 

。 96 ，。 
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8 @ Hf fy K"On/O0)? AKA K, b Wy NH He 
Te oom ae Ce ae 2 ae ee 
A (@n/OO)*, 在 同一 实验 测定 或 测定 同一 关 多 糖 的 分 子 量 时 是 
不 变 的 第 @@ 是 第 @ 与 第 @ 的 乘积 ; 第 四 AAAI MBI 
光 片 的 成 倍 减 光 系 数 ， 自 第 @ 至 第 @ 的 “G"， 是 溶液 的 各 散 


“ 钥 用 交 散射 光 强 , 即 反映 在 检 流 计 的 读数 ; 第 四 的 AS 为 溶液 的 


Go/Go 减 去 深 剂 的 Gu/G。 即 二 者 之 盖 。 至 于 第 因 , 当 6 一 90" 时 ， 
=1; 第 四 中 的 (7) 为 Firesnel 反射 改正 系数 ,7 一 0.045; 第 
因 , 4 0=90°, BI Ro 值 ; 第 @ 3S 是 第 © BRL ONT. 


经 实验 测定 ， 得 到 样品 在 不 同 浓度 下 的 SO toe, eS 


- 忆 图 ， 可 得 到 一 条 直线 , 将 其 伸延 ,与 OS 轴 相 交 ， 交 点 截 距 ,为 
0->0 fy AHL HAL HR SS 


RATS, 高 分 子 物 的 分 子 量 测 定 .科学 出 版 社 ，1958. 

Casassa, H. et al., Polymer Molecular Weight, Part II. by Philip E. Slade 
Jr. Marcel Dekker Inc. New York, 1975. 

SORE M1, PC-21 型 ,操作 说 明 书 。 


Cue 
6. 粘度 法 测定 多 糖分 子 量 
”粘度 法 测定 分 子 量 , 所 需 设 备 较 简 单 , 操作 较 易 掌握 , 因此 常 
用 于 多 糖 的 分 子 量 测 定 ， 如 上 文 所 述 , 粘度 法 分 子 量 测定 , 先是 测 
定 样 品 特性 粘度 ([])， 然 后 通过 换算 方程 ， 即 经 验 式 [中 = KM 
计算 分 子 量 . 
洲 液 的 粘度 (7) 一 般 是 随 溶液 浓度 的 递 升 而 增高 ,溶液 粘度 应 
该 比 溶剂 粘度 (mo) 为 高 ,二 者 的 比值 (n/mo) BEN AAMT BAAR (me). 
液 的 相对 粘度 ， 常 以 溶液 和 溶剂 在 粘度 计 中 的 流出 时 间 之 比 
(T/T) 表示 ， 深 液 与 溶剂 之 间 的 粘度 差 人 一 0o) ,和 此 差 数 与 溶剂 


。 OF 。 


| 


粘度 的 比值 [人 一 7o)Xoo; 或 ir1], PRINS HEHE RE (pep). BEAL BE 
的 增 比 粘度 称 为 比 浓 粘 度 (ney/C, C= 洲 液 的 浓度 ， 其 单位 为 
g/100 mL), 检 样 的 特性 粘度 为 检 样 溶液 在 极度 稀释 时 的 比 浓 烙 
BE (7759/0, 0), | os 

推导 某 一 种 多 糖 的 特性 粘度 - BF BRAT Be, Kis LEAR 
Mark—Houwink ASS HH K Ala 两 个 人 参数. 

WESBEAD TRAD BRFDR, UE YS BE 
部 分 水 解 ， 将 水 解 液 分 级 划分 ， 以 便 取得 一 组 分 子 量 不 同 的 分 级 
物 , 在 同一 条 件 (溶剂 , 实验 温度 等 ) 下 , 分 别 测 取 它 们 的 特性 粘度 
[nls 并 用 光 散 射 法 越 其 他 方法 ) 分 别 测定 它们 的 分 子 量 C2). 然 
后 把 这 二 套数 据 ([], 和 JW) ， 用 最 小 二 乘法 或 是 把 它们 分 别 换 
算 成 对 数 后 作 log M;—log [ny], 图 (以 log M, 为 纵 坐 标 , log [9 ; 为 
横 坐 标 )， 可 得 一 条 直线 直线 引 伸 后 ,与 纵 轴 相交 交点 的 截 距 为 
log K, 直线 的 斜率 为 w， ie K 和 w 值 后 , 代入 Mark—Houwink 
经 验 式 , 即 为 该 多 糖 的 特性 粘度 -分 子 量 换算 方程 : 

使 用 换算 方程 时 务必 注意 下 列 各 点 :: 

© 某 多 糖 的 换算 式 只 适合 于 该 多 糖 应 用 ,如 前 文 所 述 , 不 同 
种 类 或 不 同化 学 结构 的 多 糖 ， 它 们 间 的 环 Ao 值 往往 有 差异 ， 
因此 多 糖 4 的 换算 方程 不 能 用 于 多 糖 了 3 的 分 子 量 换算 . 

@ 样品 的 特性 粘度 测定 所 采用 的 实验 条 件 ， 务必 与 推导 换算 
方程 时 所 用 条 件 相 一 致 

@@ 多 糖 的 分 子 量 分 布 一 般 都 较 分 散 , 同一 种 多 糖 由 于 分 子 量 
分布 情况 不 同 ,. 素 值 或 w 值 亦 可 能 有 差异 , 因此 , 检 样 的 分 子 量 分 . 
布 状况 需 与 推导 换算 式 时 所 采用 的 相 一 臻 或 相差 不 太 多 的 情况 下 
方 合适 . 

图 分 子 量 换算 方程 有 其 一 定 的 换算 范围 , 超出 此 范围 ,换算 
到 的 分 子 量 值 有 一 定 偏差 . 适用 的 分 子 量 限 制 在 log M-log[n], 
图 中 的 直线 范围 内 , 车 样 品 的 特性 粘度 超出 此 直线 范围 , 则 不 适合 
作 该 样品 的 分 子 量 换算 , 因此 对 某 一 多 糖 来 说 , 它 可 以 有 多 个 分 子 
量 换 算式 ,如 方程 A 适用 于 分 子 量 工 万 至 10 万 换算 用 ， 而 方程 也 
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乃 应 用 于 分 子 量 9 万 至 20 万 的 换算 . 

【仪器 】 

鸟 氏 粘度 计 : 毛细 管 长 度 为 140 士 5mm, 内 径 0.5 士 0.05mm. 
BABY 3.85+0.5mL (A 1), F 25°C, J A AA i 
间 应 在 120~180 秒 间 . 

恒温 水 浴 一 套 : 可 自行 选 料 装配 , 选 直径 为 30cm 左右 ,高 约 
4O om 的 玻璃 缸 ,配置 上 电动 搅拌 器 和 维持 恒温 的 装置 ,温度 可 调 
节 25?0 左右 ,并 能 将 温度 维持 在 £0.05°C ZA. 

Pb: 分 度 为 0.2 秘 . 

温度 计 : 分 度 为 0.1*0, 用 于 测 水 浴 的 温度 . 

【操作 】 

样品 烘 烤 至 恒 重 后 ， 精 确 称 取 1~-.2g( 称 量 精度 0.005g)， 
配 成 ,50 mL (其 浓度 为 .0). 此 溶液 经 3 号 垂 熔 
漏斗 过 滤 ， 弃 去 初 滤液 ， 精 密 量 取 续 滤液 
10 mL, BRAS KM (A 34) , 自 管 口 工 沿 
管 壁 加 入 ， 将 粘度 计 垂 直 固 定 于 恒温 水 浴 中 保 
温 10 分 钟 以 上 ,使 管内 溶液 温度 与 水 浴 温 度 平 
衡 , 然后 测定 溶液 的 流出 时 间 . 测定 方法 为 : 在 
管 口 2 和 管 口 3 各 接 一 根 乳 胶管 ， 严 住 管 口 3 
的 胶管 , 自 管 口 2 处 抽 气 ,使 检测 液 渐 渐 升 入 球 
B, 直 至 升 到 也 球 的 刻度 线 m 标 线 以 上 , 先 开 
放 管 口 83， 再 开放 管 口 2， 使 检 样 溶液 在 毛细 管 
内 自然 下 落 ， 用 秒表 准确 记录 溶液 下 落 所 需 时 
li), ARR B 的 上 标 线 ma 降 至 下 标 线 ms 所 需 
BI 71>). 然后 ,精密 量 取 溶 剂 5mD 加 
六 到 粘度 计 中 ， 将 粘度 计 中 的 溶液 稀释 成 浓度 
为 Gs。 添 加 溶剂 的 方法 与 加 原样 品 溶 液 时 相 SA Aer 
同 。 用 同 法 测定 其 流出 时 间 TB). 再 依次 精密 量 取 溶 剂 5mD 
和 10imL, 使 粘度 计 中 的 溶液 稀释 为 Cs 和 Cu 并 分 别 测定 它们 的 
Dit HY SY TA) 7's (BD) A a(S), 每 次 加 入 到 粘度 计 中 的 溶剂 ， 需 经 过 
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8 号 牌 熔 漏 斗 过 滤 , 弃 去 初 滤 部 分 ， 取 用 续 滤 部 分 ,每 次 往 粘度 计 
中 添加 溶剂 后 , 将 粘度 计 轻 轻 摇动 使 加 入 的 溶剂 与 溶液 相 混 和 ,并 
经 10 分钟 以 上 保温 , 方 可 测定 流出 时 间 . 

读 取 每 个 浓度 (Cu Os, Oo) 的 流出 时 间 ， 需 重 复 二 次, 前 
后 2 次 的 读数 相差 不 得 超过 0.2 秘 , 取 平 均 数 ， 车 前 后 三 次 粗 关 
超过 0.2 秒 需 作 再 次 重复 ， 测 读 其 流出 时 间 和 取 多 次 读 逆 区 平均 
数 ， 量 取 洲 液 和 溶剂 可 采用 移 液 管 吸 取 ， 移 液 管 需 经 过 标定 ;以 
兔 产 生 配 液体 积 和 浓度 方面 的 误差 ， 测试 时 的 温度 一 般 采 用 35 革 
0.05°C 的 恒温 水 洽 . 

在 检测 样品 溶液 的 粘度 之 前 , 先 测定 深 剂 的 粘度 ,其 方法 为 ， 
吸取 深 剂 约 10mL， 沿 A 球 管 壁 加 入 粘度 计 ， 经 10 分 韩 以 上 保 
温 , 用 浏 定 溶液 粘度 的 办 法 , 测 得 溶剂 的 流出 时 间 Po( 秒 )， 

狠 度 计 中 的 原 溶液 (浓度 为 00) 经 添加 溶剂 稀释 后 , Oa ROWE 
为 (2/3) X Cu Cs 的 浓度 为 却 xCxs 和 Cs HUPRBEW x Os, 

将 各 浓度 深 液 的 相对 烙 度 、 增 比 粘度 和 比 浓 烙 度 的 计算 ,汇集 
FH OL, 将 玫 中 的 各 比 浓 粘度 与 其 相应 浓度 作 图 , 可 得 一 直线 (图 
35) 在 实际 操作 中 , 检 样 的 浓度 往往 不 是 一 个 整数 ， 这 对 作 图 很 
不 方便 , 为 了 便于 作 图 ,可 暂 把 它 的 浓度 假定 为 一 个 完整 数值 ， 如 
1 多 , 待 作 图 和 求 得 A 点 后 ， 再 将 妈 除 以 样品 的 原 浓度 (O.)《 即 把 
数字 校正 回来 ) ， 其 商 为 该 样品 的 本 质 粘度 (3L/g) 或 特性 粘度 
(mL/g). 


表 21 RE REA BEM se aN TAT AG Se AB He A BT 


m SF 相 OW AA OE 增 比 粘度 比 wR AA 
Cy m=T13/T Nsp, = "Ir, 一 1 "sp,/C1 
Cz N2=T>/To Nsp,= "rq —1 Nsp,/C2 
Cs "3 =T3/To "sp, rs mi Nsp,/C3 


C4 = T'4/T¢ Nspp="r,—1 Nsp,/C4 


\ 
WP (1001/8) 


C(g/100mL) 
35 测定 特性 粘度 时 Nspio-C 图 
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钱 人 元 等 ,高 分 子 物 的 分 子 量 测定 。 D. 35~47, 科学 出 版 社 , 1958. 
中 华人 民 共和 国药 典 , 附录 , 1977 年 版 。 


(AK) 
7. 高 效 液 相 色谱 法 测定 多 糖分 子 量 
高 效 液 相 色谱 技术 中 ， 利 用 凝 胶 孔 度 来 排 阻 特定 大 小 分 子 的 
方法 ,被 称 为 排 阻 色 谱 法 或 凝 胶 渗 透 色 谱 法 (简称 GPC) . 按 这 种 
方法 分 离 样品 时 ,样品 分 子 与 固定 相 表 面 之 间 无 相互 作用 ,完全 根 
据 溶质 分 子 能 否 渗透 进入 GPO 柱 填料 颗粒 的 网 孔 ， 而 达到 得 分 
大 小 分 子 的 目的 ,因此 , 也 叫 分 子 筛 ， 大 分 子 通过 GPO 柱 时 ,完全 
被 排 阻 在 填料 网 孔 之 外 ,只 能 在 孔隙 间 的 溶剂 中 流 过 , 它 从 柱 上 洗 
脱 的 体积 为 了 o; 小 分 子 则 可 以 完全 自由 地 进出 填料 颗粒 网 孔 内 的 
溶剂 中 ( 孔 体 积 F) , 它 从 柱 上 的 洗 脱 体积 六 = Fo 二 Fes 在 选择 性 
渗透 范围 内 的 大 小 溶质 分 子 , 其 洗 脱 体积 一 般 应 在 瑚 与 Fo 之 
[a 
Ve=Vot (KarV,) 
式 中 : Ke WMA, RAVI FAB BI YARD FLAY 
溶剂 体积 与 填料 颗粒 网 孔 溶剂 总 体积 之 比 , 即 
Ka=V.—Vo)/Vi 
在 GPO } EMME A. GPOKMRRA ILA 36, 
WF Se Se Be BURL FLARE AK 2 FT, AWVL=Vo, Sill 
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分 子 大 小 


保留 时 间 
图 36 色谱 图 与 相应 的 GPC 校正 曲线 、 


=0; 对 于 能 自由 进出 网 孔 的 小 分 子 ,， Ve=VotVi, Sil K.-1, ; 
lb GPC 体系 中 Ks BMEKDRERHB, Ka=K', K’ 
值 总 是 在 0 ~ 人工 之 间 GEE BS). 

# Ka>1, 则 肯定 有 另外 的 机 制 在 起 作用 , 例如 溶质 与 填料 发 
生 吸 附 , 或 使 用 混合 溶剂 时 , 因 凝 胶 内 溶剂 组 成 与 流动 相 的 溶剂 组 
成 在 化 学 性 质 上 有 较 大 差异 造成 . 

高 效 凝 胶 填料 一 般 由 刚性 和 半 刚 性 的 材料 制 成 ， 如 果 把 填料 
在 显微镜 下 观察 , 可 以 看 到 表面 具有 一 定 网 孔 的 大 小 颗粒 , 粒度 为 
10 pm 或 更 小 的 圆 珠 ,， 因 而 有 一 定 比 表面 、 孔 容 和 和 孔径 分 布 FL 
径 可 以 从 2~250nm 范围 . 分 子 量 小 于 1000 时 用 60 人 就 可 以; 
孔径 为 400nm 时 , 4 FE TX 10° 也 不 被 排 阻 。 所 以 分 子 量 的 
测定 范围 很 宽 ， GPO BOBMEREABIK TERY, 如 交 联 篆 苯 乙烯 , 常 
用 于 分 离 分 级 脂 溶性 高 分 子 化 合 物 ; 也 有 亲 水 性 的 凝 胶 〈 表 22), 
常用 于 分 离 水 溶性 高 分 子 化 合 物 , 如 蛋白 质 、 酶 和 多 糖 等 . 

上 述 凝 胶 填 料 一般 都 可 以 分 离 多 糖 ， 目 前 认为 较 好 的 是 
Lonpak 系 和 TSK AW. Lonpak 系 的 柱 主要 用 于 分 离 多 精 ， 
用 水 作 洗 脱 剂 ， TSK 系 柱 既 可 以 分 离 蛋白 质 ， 又 可 以 分 离 多 糖 ， 
用 缓冲 液 如 磷酸 盐 缓 冲 作 洗 脱 剂 ， 这 两 类 都 有 商品 柱 ( 日 本 昭和 
电工 生产 ), 见 表 28, 24, 
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“ 表 22 GPC 水 溶性 填料 


Bio-Gel P ~ 
Bio-Gel A 
Porasil 
Bondagel 
Lonpak 
OHpak 
Sephadex 


2 i si: 


分 
聚 两 烯 酰胺 凝 胶 
琼脂 糖 凝 胶 

去 活化 多 乳 硅 胶 
键 合 相 硅胶 ,Si(RO)"CHs 
磺 化 聚 葵 乙 烯 -二 葵 乙 烯 凝 胶 
聚 乙 烯 醇 凝 胶 

交 联 葡 聚 糖 


表 23 Lonpak 系 商品 柱 


ee HE BA PR 应 用 
Lonpak S-801 1000 单 糖 \ 双 糖 ` 三 糖 和 低糖 
S-802 5000 单 糖 \ 双 糖 、 三 糖 和 低糖 
S-803 50000 多 糖 、 淀 粉 \ 纤 维 素 
S-804 500000 AWB ER. AER 
8-805 | © 5000000 多 糖 \ 淀 粉 . 纤 维 素 
S-806 | 50000000 多 糖 、 淀 粉 ` 纤 维 素 


表 24 TSK 系 商品 柱 


排 ， 阻 了 上 限 


cs 民生 KE 效 应 - 用 
蛋白 质 右 旋 糖 本 
TSK G2000SW | 500~6 万 500~2 万 16000/m EAR. & 
G3000SW | 1000~30 7 | 1000~107 | 16000/m_ | 肘 、 多 糖 、 核 糖 
* @4000SW | 5000~100 7] 5000~4077 | 16000/m_ | 体 等 


凝 胶 填 料 的 耐 高 压 性 能 , 带 来 了 高 流量 和 高 速 分 离 效果 , 通常 
在 30 分 钟 内 完成 一 次 分 析 ， 这 就 使 GPO 法 测定 分 子 量具 有 上 比 超 
速 离心 沉降 法 和 经 典 的 柱 色谱 法 更 为 快速 的 优点 ， 这 对 水 溶性 高 
分 子 化 合 物 如 多 糖 、 蛋 白质 和 酶 等 分 子 量 测定 特别 有 利 , 在 很 短 时 
间 内 不 易 受 霉菌 的 污染 或 促使 蛋白 质变 性 和 酶 的 失 活 . 

【仪器 和 试剂 】 

Wart: 高效 液 相 色谱 仪 Waters 244 型 . 
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PRUE fn: 葡 聚 糖 (Dextran) 分 子 量 有 1180 .3500 .5700_ 10000、 
14700, 42000, 74500 和 200000, ;还 有 葡萄 糖 、 芒 糖 ( 用 于 测 7) 
蓝 色 葡 聚 糖 ( 用 于 测 了 o) .标准 品 最 好 不 少 于 五 个 . 

柱 : -Bondagel E-linear (分 子 量 范围 2000~2 000000) 和 
/一 Bondagel E-125 (2000~50 000) ,7.8 mm x 30cm, 

Be 脱 剂 ， 双 蒸 馅 水 . 

流 速 ， 0.5mL/min . 

Fe 力 ， 6.89Xi109Pa.， 

检 Wl) 器 ，RT 8X, 

微 处 理 机 ，M-730 型 , Waters, 

温 ， EE, 环境 温度 . 

【操作 】 

(1) 柱 的 标定 ; 

标准 溶液 的 配制 ， 标准 深 液 的 浓度 主要 取决 于 分 子 量 ， 分 子 
量 在 20 000 以 下 的 用 洗 脱 剂 配制 成 0.25% , 30 000~200 000 的 配 
制 成 0.1 和 ，400 000~2 000 000 Fy BE Ail AR 0.05% , 2 000 000 以 上 
Fy Pac Till NO. 01% ,要 尽量 降低 溶液 粘度 , 并 保证 试 样 完全 溶解 . 

进 样 : 进 样 体积 通常 每 次 50ADL AH, REA HW 200uL, 
以 保证 不 改变 分 子 量 分 布 . 进 样 次 序 往 往 由 小 分 子 到 大 分 子 , 分 

rE 别 一 个 一 个 地 进入 ,或 为 节省 时 间 大 小 分 子 搭配 合并 进 样 ,总 之 要 
保证 正确 地 记录 下 与 分 子 量 相应 的 保留 时 间 (RI?， baa 
绘制 校正 曲线 ， 将 测 得 的 保留 时 间 综 合 如 下 : 


葡 聚 糖分 子 量 (Mm) PR FAHY la] (BL) (分 ) 

葡 菊 糖 12511. 
ie 12.11 
1180 11.62 
3500 10.59 
5700 10.30 
10000 9.66 
14700 9.40 
42000 8.40 
74500 7.95 
200000 6.59 
A: ts BS 6.30 
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在 单 对 数 坐 标 纸 上 作 出 log My—RT 校正 曲线 (图 37)， 以 供 
计算 分 子 量 用 .或 者 将 My 与 RT 按 微 处 理 机 的 GPO 法 输入 计 
算 , 得 相关 系数 为 0.9957, 校正 曲线 方程 ; 

log My = 一 0.4327047 X103 十 0.3037426 x 10° (RT) 
—0.606171 x 10 (RT')?+0.3848292 (RT)? 
按 标定 柱 的 色谱 条 件 注入 被 
测 样品 ， 就 能 自动 计算 打印 
出 分 子 量 结果 .该 方程 也 可 
供 手 工 计 算 某 一 保留 时 间 的 
分 子 量 ， 以 监测 处 理 机 是 否 
正常 工作 . 

(2) 多 糖 的 分 子 量 测 
定 ， 用 GPO 法 测定 多 糖分 
子 量 时 ， 首 先 要 选择 合适 的 
柱 . 每 根 柱 的 孔径 不 同 , 分离 
分 子 量 的 范围 亦 不 同 ， 选 用 
哪 一 种 性 质 的 填料 和 用 多 大 
的 排 阻 限 和 渗透 限 ， 主 要 取 
决 于 被 分 离 溶质 的 性 质 和 可 
能 的 分 子 量 大 小 ， 为 提高 柱 ” ， 图 又 los Me BP 校正 曲线 
效 和 分 离 度 ,常用 几 根 孔径 大 小 不 同 的 柱 串联 起 来 ,或 几 根 相同 的 
柱 串联 , 以 及 用 一 根 柱 再 循环 操作 .在 串联 柱 时 , 孔径 大 的 靠近 进 
样 器 一 端 , 孔径 小 的 靠近 检测 器 一 端 . 上 述 提供 的 水 溶性 填料 一 
般 都 可 以 分 离 多 糖 . 分 离 多 糖 时 常用 水 或 缓冲 液 作 洗 脱 剂 ， 由 于 
溶解 度 的 关系 , 高 聚 物 的 分 离 温度 很 重要 , 尤其 对 高 分 子 有 机 化 合 
物 。 对 于 多 糖 等 水 溶性 大 的 分 子 在 常温 下 就 可 以 了 . 

在 选 定 柱 、 溶 剂 等 色谱 条 件 后 ， 用 已 知 分 子 量 的 标准 品 标定 
柱 。 再 按 标 定 柱 的 条 件 分 析 未 知 样品 . 

被 分 析 的 样品 按 标 定 柱 的 条 件 进 行 色谱 ， 把 样品 峰 分 割 成 若 
+2 (FA 88), M log My — RT 校正 曲线 上 查 出 每 条 保留 时 间 厌 所 
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8 i012 14 
保留 时 间 ( 分 ) 


对 应 的 分 子 量 My, 代入 下 列 公式 ; 


4 
hye M 
M ba iwi 
eh, 
4 
和 My= i Zak 
i OL! Be 
Ah, 
AS 祥 品 峰 切 割 示意 图 Mons 


SEA hs ARCA FAR AL HS, ATS 

. RARE HF My, 

” Biaxin ee HS AN EAS ABAE Bh ALR, EAT DL 
记录 谱 图 ， 同 时 又 可 以 通过 预 置 的 计算 公式 或 自 编程 序 ， 将 标准 
My SH RT 输入 ， 进 样 后 自动 计算 ,打印 出 报告 结 
果 . 3 

因 常 用 的 GPO 法 有 许多 局 限 性 , 目前 已 有 用 激光 光 散 射 仪 作 
为 GPO 测 分 子 量 用 的 附加 检测 器 , 通过 两 种 检测 器 的 数据 直接 测 
出 样品 谱 图 中 每 个 点 的 绝对 分 子 量 , 不 需要 用 标准 品 校准 柱 ; 克服 
了 有 时 因 样 品 大 分 子 与 标准 品 的 化 学 组 成 、 分 子 结构 和 分 子 体积 
不 同 而 带 来 的 误差 , 从 而 进一步 提高 了 测量 精度 和 速度 , 这 是 分 子 
量 测量 技术 的 又 一 大 进步 . 

(3) 应 用 实例 一 一 植物 多 糖 的 分 子 量 测定 

柱 ， TSK, G3000 pW, 7.5mm x60 cm 

洗 脱 剂 : PH6.8 0.1mol/L 磷酸 盐 组 冲 液 . 

流速 : 1.0mL/min, 

压力 :3.1MPa 

检测 器 : RI 8X, 

温度 ， 环 境 温度 . 

用 已 知 分 子 量 的 葡萄 糖 标定 柱 ， 分 子 量 与 保留 时 间 的 线性 相 
关系 数 为 0.99， 用 微 处 理 机 计算 分 子 量 ， 其 结果 与 超 离心 沉降 法 
的 分 子 量 比较 见 表 25， 看 来 有 一 定 误差 ,有待 于 进一步 选择 色谱 
条 件 ， 


* 106 + 


x 


#25 超 离 心 沉降 分 子 量 与 GPC 分 子 量 比较 


超 离心 沉降 分 子 量 GPC 分 + 量 HM, 
M, : My Mu, 


i HL J. Rodriguez 等 用 0.5 mol/L Na.SO, 作 洗 脱 剂 ,在 
iehrosphei SI 100 柱 上 测定 肝素 分 子 量 ， 得 到 与 经 典 法 比较 一 


致 的 结果 . 
【讨论 】 
(1) 在 高 效 液 相 色谱 的 固定 相 中 , 凝 胶 填 料 相对 地 较 软 , 使 用 
时 特别 注意 不 超过 额定 压力 ,以 免 改 变 原 来 孔 度 大 小 。 BT wi) 
压力 尽量 采用 低 粘度 的 溶剂 , 如 果 样 品 不 怕 热 的 话 , 也 可 以 适当 提 
高 柱 温 , 使 粘度 减 小 , 柱 压 降低 ,加 快 分 离 速度 ， 
(2) 要 注意 样品 . 柱 填料 和 溶剂 之 间 的 相 容 性 ,以 免 发 生 沉淀 


把 柱 堵 塞 :为 抑制 细菌 生长 , 洗 脱 剂 中 常 加 入 0.01% WAAL. 
”所 用 的 洗 脱 剂 一 定 要 用 0.5/m ALTE UB, 或 G-6 耐酸 漏斗 


Wig. 

(3) 按理 凝 胶 色 谱 填 料 的 表面 与 样品 分 子 间 无 相互 作用 ， 但 
实际 上 两 者 不 可 能 都 是 惰性 的 .， 在 水 作 溶剂 时 ,分子量 10*~10° 
的 植物 多 糖 在 上 -Bondagel 往 上 的 保留 时 间 预 计 该 在 8~9 分 钟 ， 
实际 却 在 6.5 分 钟 左右 ， 其 分 子 量 比 超 离 心 的 高 一 个 数量 级 . 这 


可 能 由 于 带 酸性 基 团 的 分 子 不 易 进 入 预期 大 小 的 孔径 内 ， 而 表现 


出 排 阻 在 外 的 现象 ， 用 一 定 浓 度 的 盐 溶 液 作 洗 脱 剂 ， 此 种 情况 有 


时 改善 .所 以 ,多 糖 的 分 子 构 型 .带电 和 荷 情况 等 ;在 选择 色谱 条 件 时 


都 应 加 以 考虑 ,从 而 调整 溶液 的 p 互 、 离 子 强度 和 离子 种 类 等 ， 以 
减 小 离子 间 的 静电 效应 , 以便 正 确 地 实现 排 阻 色谱 . 
【文献 】 


Himmel, M 卫 .，et al., J.Chromatogr. 210(3): 443~452(1981). 
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Rodriguez H. J., et al., J. Pharm. Sci. .68(5): 588~591(1979). 
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8. 多 糖 的 纯度 鉴定 

纯度 的 概念 是 随 着 分 离 分 析 手 段 的 进展 而 不 断 发 展 的 . 当 一 
种 方法 已 不 能 将 某 样 品 进一步 分 离 时 ， 即 称 为 议 访 法 下 * 纯 的 样 “ 
品 , 例如 , 色谱 纯 、 电泳 纯 ./ 超 离心 分 析 纯 等 ， 多 糖 是 大 分 子 ; EW 
纯度 标准 不 能 用 通常 小 分 子 化 合 物 的 纯度 标准 来 衡量 .因为 即使 
是 多 糖 纯 品 ， 也 存在 微观 不 均一 问题 . 它 的 纯度 只 代表 某 一 多 糖 
的 相似 链 长 的 平均 配 布 ， 我 们 通常 所 说 的 多 糖 纯 品 实质 上 是 一 定 
分 子 量 范围 的 均一 组 分 .目前 常用 的 纯度 鉴定 方法 有 三 种 : 超 离 
心 、 高 压 电 泳 及 凝 胶 层 析 . 也 有 人 将 旋光 测定 作为 一 种 纯度 鉴定 
的 标准 ， 通 常 一 种 多 糖 的 均一 性 必须 要 有 上 述 二 种 以 上 方法 的 结 
果 才 能 肯定 . 
(i) 超 离心 法 

微粒 在 离心 力 场 中 移动 的 速度 与 微粒 的 密度 、 大 小 与 形状 有 
关 . 如 果 某 一 种 多 糖 在 离心 力 场 作用 下 形成 单一 区 带 ， MAT 
分 子 的 密度 .大 小 和 形状 相似 . 了 

【仪器 和 试剂 】 

0.1mol/L NaCl, 

0:1 mol/L Tris-3b RAI R. 

分 析 用 带 照 相 设备 的 超速 离心 机 . 

【操作 】 : 

- Wee BRE aL YA 7k at 0.1 mol/L NaCl e 0.1 mol/L Tris-¢ 
酸 缓冲 液 中 , 使 多 糖 浓 度 为 1 一 5%， 置 离心 管 中 , 待 离心 机 转速 达 
恒定 后 (一 般 为 60000r/min), 每 间隔 5~10 min 照相 一 次 , 共 昭 
相 五 次 , 从 峰 的 数目 和 形状 判断 该 多 糖 的 均一 性 . 

【文献 】 


Sugiwra, M. et al., Japan J. Pharmacol. , 80;503~513 (1980), 
(ii) 高 压 电泳 法 
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多 糖 在 电场 作用 下 , 按 其 分 子 大 小 、 形 状 及 其 所 负电 荷 的 不 同 
而 移动 不 同 的 距离 . 中 性 多 糖 虽 不 带电 荷 ， 但 它 分子 中 若 有 顺 式 
的 邻 位 二 醇 ， 就 能 与 硼砂 形成 复合 物 而 带电 荷 . 不 同 多 糖 的 位 阻 
因素 决定 了 多 糖 与 硼砂 形成 不 同 的 复合 物 . 所 以 在 电场 作用 下 ， 
多 糖 的 相对 迁移 率 常 因 复合 物 的 不 同 而 不 同 . 用 玻璃 纤维 纸 作 载 
RT, BBE AB AK, 中 性 多 糖 的 硼砂 复合 物 的 总 的 电 汪 方向 是 向 
负极 移动 的 . . 

【试剂 和 仪器 】 

RPA AE AE Whatman, Glass Microfiber, Paper GF/B 或 
GF/83). 

高 压 电 泳 仪 . 

pH9.3 的 硼砂 缓冲 液 (0.025mol/ 工 硼砂 : 0.1 mol/L NaOH 
=1:1), : 

【操作 】 

点 样 于 玻璃 纤维 纸 上 ， 纸 的 宽度 应 小 于 5cm (否则 电流 强度 
KK, RA was). 用 硼砂 缓冲 液 润 湿 玻 璃 纤维 纸 ， 置 于 高 压 电 泳 
fe, 开启 冷却 器 (可 用 循环 冷水 )， 开 电源 , 慢 慢 升 高 电压 , 使 达 
30~50 V/em, 开始 计时 , 电泳 时 间 80~120 min, 电泳 完毕 后 ,使 
玻璃 纤维 纸 阴 干 , 喷 对 - 甲 氧 基 苯胺 显 色 (120?"O,，20min). 显 色 后 
STEER, 则 证 明 为 均一 组 分 ， 或 者 ， 亦 可 不 经 显 色 , 直接 将 纸 
条 按 一 定 长 度 om) 前 下 ,分 别 放 入 试管 中 ,用 水 洗 脱 , 然后 用 酚 - 
硫酸 法 比 色 测 定 . 

【讨论 】 

玻璃 纤维 纸 上 点 样 浓度 很 重要 , 太 稀 不 显 迹 , 太 浓 会 拖 尾 巴 ， 
”所 以 必须 预先 试验 浓度 . 若 没有 玻璃 纤维 纸 ,， 可 用 纯 丝 的 绸 布 代 
蔡 之 .酸性 多 糖 可 以 用 聚 丙 稀 酰胺 凝 胶 电 泳 或 纤维 素 醋酸 酯 薄膜 
电泳 . 

【文献 】 

Lindberg, B. et al., Methods in Carbohyd, Chem. 7:116 (1976). 
(iii) 凝 胶 过 滤 法 
。109 ， 


多 糖分 子 的 大 小 和 形状 不 同 , 在 层 析 柱 中 的 移动 速度 也 不 同 ， 
从 分 部 收集 中 出 现 的 峰 的 多 少 和 形状 , 判断 该 多 糖 的 纯度 . 

【试剂 和 仪器 】 

0.02~0.2mol/L NaCl, 

0.04 mol/L mite —0.02 mol/L BERR (1:1). 

748i FEE BEBE (Sephadex) , 

HL-1 (viz. 

ZBS-1 自动 部 分 收集 器 . 

【操作 】 

估计 被 测 多 糖 的 可 能 分 子 量 ， Jie AE EM. 对 于 
Sephadex 应 选择 G>50 的 各 种 规格 ， 将 凝 胶 深 胀 . HERE, 用 缓冲 
液 平 衡 一 天 .上 样 , 分 部 收集 流出 液 。 例如 , 选用 直径 为 二 4cm 
的 玻璃 柱 ， 装 载 Sephadex G-200,， 柱 高 为 37cm, FA 0.05mol/L 
NaOl 平衡 一 天 , 流速 为 5~6mL/h, 然后 样品 上 柱 (10mag)， 仍 保 
持 上 述 流速 ,， 按 3mD 体积 分 部 收集 用 酚 -硫酸 法 测定 ， 画 出 流 
出 体积 与 糖 浓度 的 关系 曲线 匣 为 形状 对 称 的 单一 峰 ， 则 表示 为 
均一 组 分 . 

【讨论 】 

凝 胶 装 柱 必须 一 次 装 毕 . 平衡 流速 不 应 大 于 洗 脱 时 流速 装 
柱 高 度 与 直径 之 比 应 在 20~~30 之 间 . 

【文献 】 

方 积 年 等 , 生物 化 学 及 生物 物理 学 报 ,12: 79 (1980) . 

(iv) 旋光 测定 法 

不 同 分 子 量 多 糖 在 不 同 浓度 的 低级 醇 中 具有 不 同 溶解 度 .在 
一 定 浓 度 的 低级 醇 中 , 分子量 大 的 较 分 子 量 小 的 溶解 度 为 小 .所 
以 , 如果 不 同 浓度 的 低级 醇 中 得 到 的 多 糖 沉 淀 的 比 旋 度 相同 , 则 证 
明 该 多 糖 为 均一 组 分 . 

【操作 和】 

多 糖 溶 于 水 ,在 搅拌 下 加 入 ZRy, 使 乙醇 浓度 达 10% 左右 , 离 
心 取 得 沉淀 . 然后 向 上 清 液 中 续 加 乙醇 ,使 乙醇 浓度 达 20~25%, 
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离心 得 第 二 次 沉淀 前 后 两 次 沉淀 分 别 干 燥 ， 相 同 条 件 下 测定 比 
旋 度 . | 
(FRE) 

9. 起 过 滤 法 及 其 在 多 糖化 学 研究 中 的 应 用 

超过 滤 是 在 常规 微粒 过 滤 基 础 上 发 展 起 来 的 细微 粒子 过 滤 新 
技术 ,是 膜 法 分 离 的 一 种 ， 通 过 孔径 不 同 的 半 透 膜 ,借助 于 外 加 压 
力 所 造 成 膜 两 侧 的 压力 差 , 截留 10~100A 的 粒子 ， 这样 大 小 的 
粒子 可 以 是 溶液 中 的 大 分 子 或 胶体 溶液 中 的 胶 悬 体 ， 因 此 超过 滤 
又 名 分 子 过 湾 ， 由 于 六 十 年 代 初 成 功 地 制造 了 高 通 量 的 超过 滤 腊 
和 近 十 多 年 来 新 型 高 分 子 半 透 膜 的 发 展 ， 以 及 改进 的 超过 滤器 的 
不 断 出 现 , 使 超过 滤 技 术 迅 速 地 发 展 到 了 实用 阶段 . 超过 滤 技术 
具有 设备 简单 ,操作 方便 ,不 需 加 热 或 低温 操作 , 不 经 任何 化 学 物 
ULE, 没有 相 的 转移 等 优点 , 所 以 在 化 工 、 制药 和 食品 等 工业 中 
以 及 在 医学 .生物 学 和 环保 等 领域 中 都 得 到 了 广泛 的 应 用 ， 

近年 来 在 多 糖化 学 研究 中 也 越 来 越 多 地 采用 超过 滤 技 术 ， 这 
是 因为 在 多 糖化 学 研究 中 能 否 分 离 出 均一 的 多 糖 是 非常 重要 的. 
可 是 提取 的 粗 制 多 糖 的 水 溶液 大 多 是 胶体 溶液 ， 粘 度 大 而 且 不 稳 
定 , 其 所 含 组 分 的 分 子 量 差别 悬殊 , 不同 分 子 量 的 组 分 之 间 理 化 性 


质 又 很 相近 ， 所 以 制备 出 均一 的 多 糖 确 有 不 少 困 难 . 尽管 采用 溶 


剂 分 步 沉淀 法 、 季 胺 盐 沉 淀 法 、 盐 析 法 和 电泳 法 等 可 能 制备 出 均一 
的 多 糖 ,但 这 些 方法 分 离 量 甚 少 有 时 还 会 引起 多 糖 的 降解 ; 而 采用 
超过 滤 技 术 进 行 多 糖 的 分 离 纯化 , 收 率 高 且 极 少 破坏 . 本 文 就 实 
验 室 中 应 用 超过 滤 技 术 的 一 般 原 理 、 超 滤 装 置 、 超 滤 膜 、 操 作 注意 
事项 和 在 多 糖化 学 研究 中 的 应 用 实例 作 一 概要 介绍 ， 以 期 在 多 粮 
化 学 研究 中 能 在 更 广 的 方面 应 用 这 一 技术 . 

© 超过 滤 的 一 般 原 理 : 

超过 滤 原 理 示 意见 图 39， 将 欲 分 离 纯化 的 含有 两 种 (或 两 种 
以 上 上 ) 分 子 量 不 同 的 溶质 5 和 溶质 2 的 溶液 ,用 变速 管 泵 或 气体 压 
力 把 溶液 输送 到 超过 滤 系 统 中 , 由 于 流体 静 压 的 作用 ,溶液 中 的 溶 
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质 被 压 到 超过 滤 膜 的 表面 ， 这 时 小 于 膜 分 子 量 截 留 值 的 溶剂 和 小 

分 子 透 过 膜 形 成 滤 过 液 ， 即 含有 小 分 子 溶 质 的 溶液 。 而 大 于 膜 
分 子 量 截 留 值 的 大 分 子 被 膜 所 
截留 ， 如 果 采 用 循环 式 超 过 滤 
系统 ， 被 截留 的 大 分 子 溶质 
随 着 加 压 溶 液 的 流动 被 推出 过 
滤 系统 形成 滤 不 过 液 ， 即 主要 
是 含有 大 分 子 溶质 c 的 浓缩 液 . 
这 个 过 程 反 复 进 行 多 次 ， 最 终 
达到 溶液 中 分 子 量 不 同 的 溶质 
5a 和 溶质 的 分 离 或 纯化 的 目 
的 . 


39 超过 滤 原 理 示意 图 
1. 含有 溶质 c、2 的 受 压 溶液 

2. 含有 溶质 a HIRAM 但 在 实际 操作 中 随 着 过 滤 
人 过 程 的 进行 ， 过 滤 速 度 逐 渐变 


超过 滤 腊 
慢 ,分 离 效 果 也 明显 变 差 ,其 原 


因 是 由 于 被 截留 的 大 分 子 在 膜 表面 沉积 成 一 层 凝 胶 层 , 即 所 谓 “ 浓 
3 te 4k” (concentration polarization) MA, 同时 沉积 的 大 分 子 又 
向 溶液 中 扩散 , 当 沉 积 与 扩散 达到 平衡 时 ,恒定 的 过 滤 速 度 可 以 保 
持 ， 如 果 在 过 滤 速 度 稳 定 后 仍 继续 加 大 压力 ,平衡 被 破坏 , 结果 沉 
积 速度 大 于 扩散 速度 , 凝 胶 层 不 断 地 增 厚 压 紧 , 这 时 不 仅 是 过 滤 速 
度 减 慢 ,而 且 使 小 于 膜 分 子 量 截 留 值 的 小 分 子 也 被 截留 , 明显 地 影 
响 了 分 离 效果 . 产生“ 浓 差 极 化 ”现象 的 借 向 大 小 是 同 很 多 因素 有 
关 , 为 此 人 们 设计 了 各 种 超过 滤器 减少 “ 浓 差 极 化 ”现象 的 产生 , 其 
中 如 装 有 搅拌 器 或 振动 片 的 搅拌 式 或 带 有 导 流 槽 的 颖 道 式 超过 滤 
器 ,由 于 增加 了 液体 流动 的 前 切 力 ,过 滤 时 不 容易 产生 “ 浓 差 极 化 思 


提高 了 过 滤 效 果 . 美国 Millipore 公司 的 Pellicon 超过 滤 系 统 则 - 


采用 了 “切线 流 tangential flow) 技术 ,效果 也 很 好 , 就 是 在 两 片 
超过 滤 膜 之 间 用 一 片 聚 酯 纤维 制 成 的 网 状 截 留 隔 板 隔 开 《〈 图 40)， 
当 加 压 的 溶液 水 平地 流 过 截留 隔 板 时 ， 液 体 以 曲折 波动 方式 迁 回 
在 网 状 截留 隔 板 的 上 上 下 下 《图 包 )，* 即 产生 所 谓 “ 切 线 流 ， 这 种 
112. 
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”迅速 的 但 又 是 温和 的 波状 流 提供 了 较 高 的 过 滤 速度 ， 而 把 损伤 易 
变 分 子 或 细胞 的 前 切 力 减 到 最 小 . 所 以 Pellicon 超过 滤 系 统 可 以 
用 于 王 扰 素 、 酶 和 病毒 等 的 浓缩 , 很 少 或 不 失 活 , 这 是 其 突出 的 优 


40 Pollicon 超过 滤 膜 的 组 合 单元 
1. RRA 2. 网 状 分 离 隔 板 
+) 8. BEER 4: 网 状 截 留 隔 板 Ad “HK Ree 
-加 超过 滤器 : 

为 工业 和 实验 室 应 用 而 设计 的 各 种 超过 滤器 的 结构 和 特点 已 

有 详细 介绍 的 资料 ， 不 再 歼 述 . 在 此 仅 介 绍 Pellicon 超过 滤 系 统 


《图 42) 的 结构 特点 ， 其 设计 在 减少 “ 浓 差 极 化 > 和 清除 样品 党 液 中 ， 
的 颗粒 方面 有 独到 之 处 . 


942 Pellicon 超过 滤 系 统 


1. 样品 溶液 ”2. SHRI 3. EAR 
(4. Beth 5. 滤 过 液 6. RK 
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Pellicon 超过 滤 系 统 的 主要 部 件 是 变速 管 泵 和 超过 滤 池 ， 超 
过 滤 池 由 两 块 聚 甲 基 丙 烯 酸 酯 塑料 制 成 的 歧 管 板 (mianifoldDlate) 
中 间 夹 超过 滤 膜 构成 ,在 歧 管 板 上 有 两 套 错开 的 过 滤 通 道 ; BZ. 
通道 和 四 和 孔 通 道 , 当 两 块 歧 管 板 紧 紧 地 夹 住 超过 滤 膜 时 , 板 上 的 五 
孔 通 道上 的 五 个 孔 正 好 对 准 超过 滤 膜 上 用 密封 层 围 着 的 五 个 A 
板 上 四 和 孔 通 道上 的 四 个 孔 正 好 对 准 超过 滤 膜 上 未 被 密封 层 围 着 的 
四 个 孔 上 .由 于 膜 上 的 密封 层 起 着 控制 液 流 方向 的 作用 ;结果 五 
孔 通 道 同 膜 的 外 侧 相通 ， 而 四 和 孔 通 道 仅 同 膜 的 内 侧 相通 . 当 用 套 
将 样品 溶液 打 入 上 层 疏 管 板 右 侧 的 五 孔 进 样 通道 时 ， 洲 液 经 膜 上 
密封 层 围 住 的 五 个 孔 进入 膜 的 外 侧 ， 在 膜 的 外 侧 由 于 压力 作用 使 
小 于 超过 滤 膜 分 子 量 截留 值 的 分 子 透 过 膜 进 入 膜 的 内 侧 ， 而 大 于 
超过 滤 膜 分 子 量 截留 值 的 分 子 被 截留 .这样 在 膜 的 外 侧 溶液 被 
BEL, 并 由 下 层 歧 管 板 左 侧 的 五 孔 滤 不 过 液 通道 流出 即 形成 截留 液 。 
通过 膜 滤 过 的 液体 在 膜 的 内 侧 流 向 下 层 歧 管 板 右 侧 的 四 孔 滤 过 液 
通道 流出 形成 滤 过 液 ， 由 于 膜 外 侧 截留 液 的 五 孔 通 道 是 斜 对 向 下 
流动 的 , 结果 使 截留 液 的 流动 更 为 有 力 , 有 利于 清除 “ 浓 差 极 化 > 现 
象 。 这 样 设计 的 超过 滤器 适合 粘度 较 大 的 溶液 的 过 滤 , 如 蛋白 质 、 
多 糖 溶液 等 的 分 离 纯 化 . 

@ 超过 滤 膜 ， 

超过 滤 膜 是 超过 滤 系统 的 核心 部 分 ,是 由 高 分 子 材料 制 成 的 ， 
AR A EO RT, SRR, FRO ZIRE, 但 应 用 最 
AEA AAR. 由 于 工艺 不 断 改 进 , 现在 已 能 工业 生 
产 各 种 大 小 规格 和 各 种 不 同 分 子 量 截留 值 的 超过 滤 膜 、 超 过滤 膜 
的 规格 是 以 分 子 量 截 留 值 为 标准 的 ， 也 就 是 说 溶液 中 溶质 分 子 量 
超过 膜 分 子 量 截留 值 时 ,这 种 溶质 的 大 部 分 能 被 截留 . 当然 分 子 
量 截留 值 实际 上 是 近似 值 或 统计 平均 值 ， 因 为 球形 分 子 就 比 相同 
分 子 量 的 线形 分 子 易 过 滤 ， 低 分 枝 的 分 于 就 比 相同 分 子 量 的 高 分 
枝 的 分 子 易 过 滤 . 

超过 滤 膜 的 结构 大 致 有 不 对 称 膜 、 对 称 膜 和 介 于 二 者 之 间 的 
膜 , 过 滤 效 果 比 较 好 的 是 具有 双 层 结构 的 不 对 称 膜 。 所 谓 不 对 称 
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膜 是 指 膜 的 正 反 两 面 的 结构 不 同 ， 表 面 是 紧密 光亮 而 又 很 菠 (0.1 
~.10wm) 的 表皮 层 ,这 层 是 超过 滤 膜 主要 起 截留 作用 部 分 ， 在 表 
皮层 下 面 是 多 孔 的 支撑 层 (100~200 wm)， 主 要 起 支撑 作用 ， 
Pellicon 超过 滤 膜 就 是 由 纤维 素 或 聚 砚 制 成 的 不 对 称 膜 ， 是 以 
标 称 分 子 量 极 限 (Nominal Molecular Weight Limits 缩写 成 
NMWL) 作为 膜 截 轩 的 标准 ， 由 醋酸 纤维 素 制造 的 PS 系列 膜 , 特 
点 是 通 量 大 但 很 脆 易 碎 ; HRP PT 系列 膜 , 特点 是 耐 热 而 
酸 碱 不 易 碎 但 通 量 比 PS 系列 小 ，Pellicon 超过 滤 膜 有 数 层 膜 粘 
侣 在 一 起 的 组 合 (Oassette) 膜 (过 滤 面 积 0.46m?) 和 单 张 的 片 腊 
(过 滤 面 积 0.023ms) , 可 根据 溶液 量 的 多 少 分 别 选 用 . 

® 操作 中 注意 事项 : 

@ 适宜 过 滤 条 件 的 选择 : 

操作 压力 ， 一 般 说 来 , 压力 大 通 量 大 .但 如 果 超 过 滤 后 , 浓缩 
液 浓度 较 大 或 粘度 过 大 时 , 压力 过 大 不 仅 不 能 增加 通 量 , 相反 却 由 
于 加 重 “ 浓 差 极 化 现象 ， 通 量 反而 变 小 . 因此 操作 压 的 选择 得 当 
是 提高 超 滤 效 果 的 重要 环节 ，、 “ee 

温度 : 超过 滤 通 常 是 在 室温 进行 ， 但 有 的 洲 液 粘度 较 大 也 可 
加 温 (50*O 左右 ) 操 作 ， 温 度 高 粘度 降低 且 易 清除 沉积 的 大 分 子 ， 
在 一 定 程度 上 升温 可 增加 通 量 。 然而 遇 热 易 变 的 物质 过 滤 时 还 是 
室温 或 低温 操作 为 宜 . 

滤 过 液 和 滤 不 过 液 的 流速 比例 应 用 循环 式 过 滤器 时 ,如 果 滤 
过 液 流速 大 于 滤 不 过 液 流 速 ， 则 使 冲击 沉积 在 膜 表面 的 大 分 子 的 
冲力 减 小 , 凝 胶 层 不 易 清 除 而 降低 了 通 量 . 一 般 二 者 流速 应 控制 
大 致 相等 或 滤 不 过 液 的 流速 要 稍 大 于 滤 过 液 的 流速 . 

过 滤 的 溶液 应 保持 适当 的 浓度 : 在 超过 滤 过 程 中 , 由 于 溶剂 被 
大 量 滤 掉 , 溶液 浓度 加 大 , 粘度 也 变 大 ,溶解度 小 的 物质 容易 析出 ， 
这 些 都 促进 了 大 分 子 物质 在 膜 表面 的 沉积 , 降低 了 过 滤 通 量 ， 因 
此 滞留 溶液 应 加 入 溶剂 稀释 到 适当 浓度 后 再 循环 过 滤 ， 超 滤 过 程 
才能 够 正常 进行 . 

@ 超过 滤 膜 的 清洗 ; 当 超过 滤 膜 被 阻塞 而 导致 滤 过 液 流 速 显 
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著 降 低 , 在 更 换 新 的 分 离 洲 液 时 , 为 了 避免 样品 间 交 叉 污 染 , AT 


燥 贮 存 膜 而 需要 御 底 清洗 膜 ,在 这 些 情况 下 都 要 进行 膜 的 清洗 . 

超过 滤 膜 的 清洗 方法 有 两 种 ， 一 个 方法 适用 于 非 循环 的 超过 
WEARS, 从 系统 中 取 下 超过 滤 膜 , 浸泡 在 蒸馏 水 中 令 膜 表面 止 的 沉 
积 物 充 分 溶 胀 , 然后 用 和 柔软 的 海绵 擦拭 除去 沉积 物 ( 一 定 要 小 必 不 
要 使 膜 破 和 用， 特别 是 纤维 素 膜 很 脆 ) ， 再 用 1 mol/L shi 5% 
栈 酸 溶液 或 适当 的 酶 消解 ， 以 彻底 清除 阻塞 在 膜 孔 中 的 蛋白 质 或 
无 机 盐 类 ,最 后 用 蒸 饮 水 漂洗 干净 后 贮存 . 另 一 个 方法 适用 于 循 
环 式 超过 滤 系统 , 如 Pellicon 循环 式 过 滤 系 统 , 膜 不 需 从 系统 中 取 
出 来 , 可 直接 在 系统 中 清洗 ,根据 阻塞 的 情况 大 致 有 三 种 : 

超 滤 粘 度 小 的 稀 溶 液 用 过 的 膜 : 这 种 膜 阻塞 轻 , OU PK BR 
缓冲 液 清洗 即 可 , 清洗 时 关闭 滤 过 液 出 口 , 打开 滤 不 过 液 出 号 , 用 


泵 加 压 把 燕 饮水 或 缓冲 液压 入 过 滤 膜 , 反复 冲洗 膜 外 侧 的 沉积 物 ， 


然后 打开 滤 过 液 出 口 冲洗 膜 孔 的 阻塞 物 ， 最 后 从 滤 过 液 出 口 用 友 
AAU CE NEP, SABE BG, 3 AL 
FEW IE, 

膜 表 面 残留 物 较 粘 时 ， 用 泵 将 1mol/L 盐 洲 液 或 5 多 醋酸 溶 
IA RE EE, 然后 关闭 所 有 出 口 密闭 放 吐 过夜 ,再 用 感 局 水 反复 
清洗 除 盐 或 酸 和 沉积 物 ,最 后 按 上 法 冲洗 干净 : 

浓 纺 重 白质 或 胶体 流 液 使 用 过 的 膜 阻塞 很 牢固 时 可 用 适当 
的 酶 消解 法 清除 阻塞 物 , 然后 按 第 一 种 法 洗 净 . 

© 超过 滤 膜 的 消毒 和 贮存 为 了 在 超 滤 过 程 中 保证 无 菌 和 屿 
止 贮存 时 细菌 生长 ， 超 过 滤 膜 在 应 用 前 或 应 用 后 都 应 进行 消毒 处 
理 ， 常 用 的 纤维 素 膜 和 聚 砚 膜 可 在 过 滤 系 统 中 直接 用 环 氧 乙 煤 或 
2% 福 尔 马 林 充满 过 滤 膜 ， 密 闭 放置 。 临 用 前 用 无 菌 的 永 或 缓冲 
溶液 加 压 冲 出 消毒 的 气体 或 液体 ， 然 后 反复 冲洗 于 净 后 即 可 进行 
超 滤 或 贮存 . 

超过 滤 膜 的 贮存 可 以 不 从 超 滤 系 统 中 取出 ， 直 接 使 消毒 前 气 
体 或 液体 充满 ,密闭 贮存 ,这 样 保证 超过 滤 膜 长 期 贮存 不 会 发 霉 变 
i. 如 果 从 超 滤 系 统 中 取出 超过 滤 膜 ,可 浸泡 在 1% 乙醇 或 2 多 
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福 尔 马 林 洲 液 中 贮存 .也 可 把 彻底 清洗 干净 的 超过 滤 膜 室温 风干 
后 放 在 贮存 盒 中 干燥 贮存 

© 超过 滤 在 多 糖化 学 研究 中 的 应 用 实例 ; 

多 糖 的 分 子 量 分 级 ; 一 般 提 取 的 多 糖 体 大 多 数 都 是 高 分 散 
性 的 ,分 子 量 分 布 范围 较 宽 ,不 适宜 进行 化 学 分 析 . .因此 首先 要 采 
用 种 种 方法 以 减少 分 散 度 , 使 分 子 量 在 较 窗 的 范围 内 分 布 , 也 就 是 
制备 区 一 的 多 糖 . 多 糖 纯化 的 方法 尽管 很 多 , 但 均 较 麻 烦 , 有 时 引 
起 多 糖 的 降解 . 当 应 用 具有 不 同 分 子 量 截 留 值 的 超过 滤 膜 进行 超 
过 滤 时 ， 则 可 快速 简便 地 将 高 分 散 的 多 糖 体 分 成 几 个 分 子 量 不 同 
的 组 分 , 达到 分 子 量 分 级 的 目的 . 

应 用 Millipore 公司 生产 的 Pellicon 超过 滤 系 统 及 其 组 合 腊 
PTHK 000 05 (NMWL 100 000), PTGO 000 05(NMWL 10000) 
Pi FP EAE SET RAS RMD TEAR, 
“将 柴 胡 粗 多 糖 溶 于 水 ， 用 变速 管 泵 以 O.1 MPa 的 压力 把 样品 
YAMFT AFL 1 um 的 了 iauorogard 滤 棒 (Millipore 公司 ) 进 行 
分 级 前 的 预 过 滤 , 滤 除 多 糖 深 液 中 可 能 存在 的 大 颗粒 , 然后 将 澄清 
的 溶液 用 管 套 打 入 Pellicon 超过 滤 系 统 , 首先 以 0.1MPa 的 压力 
通过 PTHK 00005 超过 滤 膜 , 得 滤 不 过 部 分 (D)， 滤 过 部 分 再 以 
8kg/cem? 压力 通过 PTGO 000 05 超 过 滤 膜 , 得 滤 不 过 部 分 (II) . 滤 
UM) BRATS SRB, PERNA IID 和 透 出 的 
Shee (IV), 这 对 个 部 分 通过 超速 离心 法 测 其 分 子 量 与 估计 
分 子 量 基本 相符 ( 表 26). 


表 26 超过 滤 分 级 桌 胡 多 糖 各 部 分 的 分 子 量 


分 级 部 分 
I 
II 


估计 分 子 量 * 
10 万 以 上 
1 万 ~10 万 
5 于 ~I 万 
SFP 
” ”根据 超过 滤 膜 的 NMWZE 值 和 透析 袋 一 般 认 为 可 透 过 分 子 量 大 约 在 5000 左 
右 。 


超 离 心 法 测 得 分 子 量 
100955 
28782 
8099 
1112 
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其 中 部 分 (II) 通过 葡 聚 糖 凝 胶 G75 柱 层 析 , SILER 
示 差 折光 检测 和 超速 离心 均 显示 一 个 单 峰 ， 表 明 (ID) 是 均一 成 
分 . 然而 部 分 GTV) 用 同样 方法 检测 则 有 几 个 峰 ， 证 明 IV 是 不 均 
一 的 . 

© 多 糖 的 脱盐 : 从 植物 中 提取 的 多 糖 都 含有 相当 数量 的 无 机 
盐 和 小 分 子 糖 类 , 尤其 是 分 子 量 小 于 5000 的 小 分 子 多 糖 所 含 无 机 
盐 更 多 .因为 分 子 小 又 不 能 用 透析 方法 除 盐 , 用 其 他 方法 虽 能 脱 
盐 但 方法 烦琐 而 用 分 子 量 截 留 值 小 的 超过 滤 膜 进行 超 滤 ， 无 机 
盐 及 小 分 子 量 的 糖 均 被 滤 掉 , 就 很 方便 . 

应 用 Millipore 公司 生产 的 片 膜 PSAOOHV=-10 (NMWL 
1000) ,对 柴 胡 小 分 子 多 糖 进 行 脱 盐 处 理 . 

柴 胡 小 分 子 多 糖 IV) RLA D SARS WDD FRM 
机 盐 , 按 药典 法 测 其 灰分 值 可 高 达 47 匈 ， 用 蒸气 压 法 测 其 分 子 量 
为 1095. 但 是 当 把 (TIV) 溶 于 水 的 水 溶液 以 0.35 一 0.4MPa 压 力 
打 入 PSAC OHYV-10 超过 滤 膜 进行 超 滤 ， 滤 不 过 部 分 用 水 稀 炙 后 
再 过 滤 , 反 复 4~5 次 ,最 后 滤 不 过 部 分 乙醇 沉淀 后 得 部 分 (Y). 于 
燥 的 多 糖 (V) 再 测 灰分 值 仅 有 8 色 ， 测 分 子 量 为 3400.。， 这 结果 说 
明 通 过 分 子 量 截 留 值 小 的 超过 滤 膜 进行 小 分 子 量 多 糖 的 超过 滤 ， 
不 仅 无 机 盐 被 大 量 除去 而 且 小 分 子 糖 也 被 滤 除 ， 使 分 子 量 分 布 更 
集中 了 ,多 糖 被 进一步 纯化 了 . … 

© 多 糖 溶液 的 浓缩 : 多 糖 提 取 液 一 般 都 是 浓度 稀 体 积 大 ， 
因此 在 多 糖分 离 前 首先 要 进行 浓缩 ， 但 通常 的 浓缩 方法 都 是 加 热 
情况 下 进行 的 ， 应 用 超过 滤 法 则 完全 可 以 在 室温 达到 快速 大 量 地 

应 用 Amicon 公司 的 Amicon thin-channel 超过 滤 系 统 
(CTOF-10) 和 UM-10 超过 滤 膜 (具有 亲 水 性 , PERE, TER 
留 值 10000) 进行 玉米 粉 水 解 得 到 的 玉米 浆 的 浓缩 . 

玉米 浆 DE-43 的 主要 组 成 是 葡 聚 糖 ,但 浓度 只 有 0.47%, 
且 还 有 相当 数量 小 分 子 糖 类 . 为 了 浓缩 纯化 , 在 UM-10 Re EY 
2.76x10°Pa 的 压力 ， 平 均 流速 90 mL/b 进行 超过 滤 , 得 滞留 液 


" 118 ， 


& 
于 


54mL 和 滤 过 液 768mL, 滞留 液体 积 大 为 减少 . 然后 通过 8Bio-Gel 
P-2 凝 胶 柱 层 析 测 定 滞留 液 和 滤 过 液 糖 含量 ， 用 5mol/ 工 磷酸 
盐 组 冲 液 (pH7.0) (含有 0.01% BAH) VERL, iE 30mL/h, 
10 mL 一 部 分 进行 分 步 收 集 ， 酚 -硫酸 法 测 糖 含量 ， 以 糖 含量 与 洗 
脱 体积 作 图 得 到 洗 脱 曲线 ， 同 玉米 浆 DE-43 的 洗 脱 曲线 比较 , FZ 
明 滞留 液 中 低 分 子 量 糖 比 玉米 浆 DE-43 原液 减少 了 , 而 滤 过 液 中 
的 低 分 子 量 糖 比 玉 米 浆 DE-43 原液 明显 地 增加 ， 通过 降低 低 分 子 
量 糖 的 比例 达到 浓缩 和 纯化 的 目的 . 

@ 多 糖分 子 量 的 测定 ; 超过 波 法 测 多 糖 的 分 子 量 是 应 用 适 家 
的 分 子 量 截留 值 的 超过 滤 膜 ， 以 各 种 已 知 分 子 量 不 同 的 多 糖 作 标 
准 进行 超 滤 测 百 分 滤 过 量 ， 然 后 以 百 分 滤 过 量 对 分 子 量 作 图 得 出 
标准 曲线 ， 在 相同 超过 滤 膜 和 相同 测定 条 件 下 测定 样品 的 百 分 滤 
过 量 , 从 标准 曲线 上 即 可 求 出 近似 的 分 子 量 . 

应 用 Amicon 公司 生产 的 Amicon 超过 滤器 (Model MMO, 8 
chambers) 和 超过 滤 膜 PM-10( 分 子 量 截 留 值 10000) ,XM-50 (分 
FH 50000), XM-110A (分 子 量 截留 值 100000) 测 定 香菇 
菌 丝 多 糖 的 近似 分 子 量 . 

从 大 工 培养 的 香菇 菌 丝 提 取 的 多 糖 是 甘露 聚 糖 ， 粗 制 多 糖 经 
Hoeteola- 纤 维 素 柱 层 析 和 Sephadex 柱 层 析 纯 化 的 精制 多 糖 
KS-2, RAW BM FRR SS EA MSA -180 fF. 为 测定 
KS-2 的 分 子 量 ， 首 先 将 已 知 分 子 量 的 各 种 多 糖 溶 于 水 或 0.15 
mol/LNaOl( 深 于 0.01mol/ 工 , pPH7.2 的 磷酸 盐 缓 冲 液 中 ) , 制 成 
浓度 为 100 ug/mL 或 200 wg/mEL， 各 取 5m 工 置 Amicon 超过 滤 - 
器 中 超 滤 , 收集 2.5mL, KO.5mL 测 糖 含 量 , 比较 滤 前 及 滤 后 的 
糖 含量 ， 算 出 百 分 滤 过 量 (三 次 平均 值 ). 以 百 分 滤 过 量 对 分 子 量 
作 图 得 出 三 种 膜 的 三 条 标准 曲线 (图 43). 再 用 KS-2 在 三 种 膜 上 
和 相同 测定 条 件 下 进行 超 滤 ， 结 果 了 M-10XM-50 膜 基 本 上 完全 
截留 KS-2， 而 XM-110A 膜 适 合 于 KS-2 的 分 子 量 测 定 ， 从 
XM-110A 膜 上 测 得 KS-2 的 百 分 滤 过 量 , 然后 再 从 XM-LL0A 的 
标准 曲线 上 得 出 KS-2 的 近似 分 子 量 约 6X 10*~9.5 x 10*, 
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NFR - 这 
图 色 Mee KS2 分 子 量 

a pe Sere -在 PM-10 上 的 标准 曲线 
fan Ges x 在 XM-50 上 的 标准 曲线 “ 


一 一 在 XM-IL10A 上 的 标准 曲线 
x 509% 滤 过 量 “ 口 S-2 的 百 分 滤 过 量 


超过 滤 是 一 种 效率 很 高 的 分 离 技 术 , 设备 简单 ， 操 作 易 掌握 . 
唯 制备 孔径 均匀 的 超过 滤 膜 要 求 较 高 的 技术 条 件 ， 铺 制 符合 要 求 
的 面积 大 的 膜 更 不 容易 .国外 已 有 几 家 公司 生产 各 种 规格 的 超过 
滤 膜 商品 ,国内 仅 有 试制 产品 还 没有 工业 产品 出 售 . 国内 有 些 单 
位 用 研制 的 或 自己 手工 铺 制 的 超过 滤 膜 分 离 纯化 mRNA<、 和 蛋白 质 
和 酶 .根据 不 同 的 需要 在 多 糖化 学 研究 中 试用 手工 制 膜 也 是 可 能 
的 。 尽 管 超过 滤 技术 用 于 多 糖分 离 . 纯 化 和 鉴定 的 文献 资料 尚 少 ， 
但 由 于 超过 滤 技 术 具 备 独特 的 优点 ， 今 后 这 一 技术 必 将 在 多 糖 的 
”化 学 研究 中 得 到 更 为 广泛 的 应 用 : 
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(二 ) 糖 的 红外 光谱 、 质 谱 和 核磁 共振 

1. apse sp HH 

红外 光谱 区 域 通 常 是 指 波 数 (v) A 4000 om™* % 200 om™ 的 
中 红外 区 ,用 这 样 的 红外 光 通 过 样品 , 再 测量 在 各 种 波 数 下 透 过 样 
品 的 光 的 强度 , 由 仪器 记录 下 来 的 曲线 , 即 是 红外 光谱 ,其 横 坐 标 
是 波 数 ， 纵 坐标 是 光 的 透射 率 ( 图 44) .在 作 定 性 用 的 谱 图 中 , 一 
般 是 不 标 出 纵 坐 标的 . 


v.(cm-*) 
44 纤维 素 的 红外 光谱 


红外 光谱 图 上 每 一 个 吸收 峰 ， 都 相应 于 分 子 中 原子 或 官能 团 
振动 的 情况 每 一 种 化 合 物 都 具有 其 特殊 的 红外 光谱 (高 分 子 化 
合 物 除外 )， 因 此 , 利用 红外 光谱 可 以 帮助 我 们 进行 一 些 复杂 化 合 
移 的 定性 及 定量 分 析 , 检验 分 子 中 一 些 官能 团 和 和 氢 键 的 存在 . 当 
然 , 仅 任 红外 光谱 一 种 手段 是 难以 确定 一 种 未 知 化 合 物 的 结构 的 ， 
但 对 于 已 知 化 合 物 , 借助 于 标准 图 谱 是 极 易 检 识 的 . 

现在 ， 红 外 光谱 法 是 有 机 化 学 和 高 分 子 化 学 研究 中 不 可 侧 少 
的 工具 . 五 十 年 代 , 曾 对 糖 类 的 红外 光谱 进行 过 广泛 的 研究 , 如 不 
同 糖 的 鉴别 , 进行 微克 级 的 定量 测定 , 取代 基 的 识别 等 等 ， 过 去 曾 
有 人 认为 红外 光谱 法 在 糖化 学 中 用 处 不 大 .， 近 十 多 年 来 , 糖 的 生 
化 (主要 是 多 糖 : 赛 糖 和 糖 蛋白 ) 研究 引起 了 人 们 的 重视 ,红外 光谱 
技术 也 有 了 很 大 的 发 展 ， 红 外 光谱 法 在 糖 类 研究 中 的 应 用 又 增添 
了 : 识别 吡 喃 糖 和 陵 喃 糖 ; 确定 多 糖 中 各 种 吡 喃 糖 的 糖苷 键 的 构 
型 ; 在 多 糖分 子 中 若 存在 甘露 糖苷 ， 则 一 定 有 810 及 870em- 的 - 
特征 吸收 峰 ， 另 一 个 重要 应 用 是 取代 多 糖 的 定量 分 析 ， 这 对 于 很 
难 找到 合适 溶剂 的 取代 多 糖 的 结构 研究 十 分 重要 
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红外 光谱 法 不 破坏 样品 ， 这 对 于 极 难 获得 的 糖 的 微量 样品 万 
HEE, : oa 

要 解析 一 张 谱 图 , 必须 了 解 红 外 光谱 的 三 个 特征 : 谱 峰 的 位 置 
(用 波 数 > 表示 ) 是 指示 某 一 基 团 存在 的 最 有 用 的 特征 ; 谱 峰 的 形 
状 往往 也 能 提供 有 关 基 团 的 一 些 信息 , TOBE BH EAE (C—O) AALS 
类 的 碳 碳 双 键 (0 一 O) 均 在 1650 cm-+ 附近 有 吸收 ,但 酰胺 的 O—O 
大 都 形成 氨 键 , HMR, THY C—O 谱 峰 较 窗 ,可 以 此 区 
别 ; 一 种 化 合 物 的 特征 谱 峰 的 强度 可 用 来 进行 定量 . 

解析 图 谱 , 必须 掌握 如 下 的 知识 : 

® 糖 类 的 官能 团 分 析 : 

0 一 互 、N 一 互 和 O—H, 糖 类 存在 着 分 子 间或 分 子 内 的 氧 键 ， 
0 一 互 的 伸缩 振动 在 8600~3200 cm-:+ 出 现 一 种 宽 峰 . 酰 化 或 醚 
化 后 , 这 组 峰会 消失 ; 如 果 是 部 分 羟基 被 取代 , 则 这 组 峰 相应 减弱 . 
一 般 说 来 ,没有 氢 键 的 二 级 O—H 其 吸收 峰 在 3630 em- 附近 ,分 
子 内 的 氢 键 在 8560cm-+ 附近 ， 分子 间 的 氢 键 在 3400cm- 以 
下 . 

N—H 也 在 这 个 区 域 有 伸缩 振动 ,往往 与 0 一 再 难以 区 分 .在 
有 和 氢 键 的 情况 下 ,N 一 互 fy i ee AR OH 的 波 数 ,可 以 此 
加 以 区 别 . 

O—H 的 吸收 峰 比 较 弱 ;而且 出 现在 更 低 的 区 域 (3000 一 2800 
cm-， 在 这 区 域 的 两 组 吸收 峰 是 糖 类 的 特征 峰 ， 在 1400~1200 
om! 所 看 到 的 不 太 尖 的 吸收 峰 是 C 一 - 互 的 变 角 振 动 . 

4200~1000 em 开间 比较 大 的 吸收 峰 是 由 两 种 0--0 伟 缩 振 
动 所 引起 的 ， 其 中 一 种 是 属于 O--0-- 互 的 ， 另 一 种 是 糖 环 的 
G- -0 二 0. 一 级 .二 级 和 三 级 醇 的 O—O 伸缩 振动 由 表 27 给 出 的 
数据 予以 区 别 . ose 

O—0 基 : 各 种 O—O 基 的 红外 吸收 见 表 27, 各 种 糖 的 乙酰 


酯 均 有 1775~1735 om™ 的 吸收 峰 , 各 种 糖 的 水 化 物 均 有 1665 一 
1685 om- 的 吸收 峰 ; 非 水 化 物 则 无 此 吸收 ， 在 此 需要 说 明 的 是 ， 


多 糖 中 乙酰 氨基 (一 NHOOOHs) 的 一 0 伸缩 振动 在 1648em- 
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氢 


表 27 糖 类 常见 官能 团 的 红外 光 并 


(7- 内 酯 ) 
oy asian 


(6-ANAR) 


基 


一 NHs( 一 级 氨基 ) 


NEHa( 二 级 氨基 ) 


—NH? 


胺 基 
再 SN 一 C 一 及 (一 级 胺 ) 


9 一 9 一 O( 脂 肪 醚 ) 
O—O—O (RAGE) 


9 一 互 伟 缩 振动 
9 一 互 变 角 振 动 


| O—D 伸缩 振动 


SC 一 9 伸缩 振动 
C—O 伸缩 振动 
O—H 变 角 振动 


C—O 非 对 称 伸缩 振动 
9 一 O 对 称 伸缩 振动 


OO 伸缩 振动 
C—O 伸缩 振动 


OO 伸缩 振动 


9 一 9 伸缩 振动 


六 一 也 伸缩 振动 ， 


N—H 变 角 振动 
N—H 伸缩 振动 


N—H BA ies) 
N 一 互 伸缩 振动 
N—H 变 角 振动 


9 一 9 伸缩 振动 
N—H 变 角 振 动 


C—O 伸缩 振动 
C—O 伸缩 振动 


ee mt 


xt 


红外 吸收 (cm-n 


3700~3100 
—¥ 1075~1010 
= 1120~1105 

2700~2650 


1740~1680 
1440~1395 
1320~1210 
1620~1550 
1400~1300 


1749~1725 
1245 


1800~1760 


1750~1725 


3450 ~3380 
1650~ 1500 


3460~ 3420 


1650~1550 
3350~3150 
1613, 1581, 1538 
, 
1650 
1650~ 1620 


1150~1060 
1150~ 1080 


+ 123+ 


烷 基 


一 OH 一 (次 甲 基 ) 


—OHs (Fi) 


PRE 
Oo 
—CHO 


ti Bt . 
—O—S0O,—R 


硫酸 基 
一 0 一 SO 一 


磷酸 基 
—O—PO,—' 
t 
结晶 水 


C 一 互 伸 缩 振动 
OH 变 角 振动 
C 一 互 伸缩 振动 
C—H & fits 


O—O 伸缩 振动 
.一 O 伸缩 振动 


S 一 O 对 称 伸缩 振动 

8 一 9 非 对 称 伸缩 振动 

S 一 O 一 8 伸缩 振动 ( 轴 向 配 位 ) 
CS 一 9 一 S 伟 缩 振动 (赤道 配 位 ) 


S 一 C 伸缩 振动 : 
一 O 一 S 伟 缩 振动 ( 轴 向 配 位 ) 
C 一 9 一 名 伸缩 振动 (赤道 配 位 ) 


了 一 9 伸缩 振动 


(SFR) 


红外 吸收 cm) 


2926, 2853 
1465 
2962, 2872 
1450 


1870~1540 ~ 
1740, 1650 
1190~1170 
1370~1350 


890~880 
850~840 


1240 
850 
820 


1300~1250 


3300, 1650~1600, 800 


附近 出 现 . 乙酰 氨基 的 确定 ， 对 于 象 甲 壳 素 (chitin) 这 样 的 多 糖 
”来 说 红外 光谱 是 有 用 的 .需要 指出 的 是 , 糖 的 种 类 不 同 ,如 二- 乙 
酰 氨基 葡萄 糖 和 N- 乙 酰 氨基 半 绾 糖 ， 虽 然 均 是 在 Qa 上 有 一 个 
QHsOONH 一 ， 但 吸收 峰 的 位 置 有 些 不 同 . 衍生 化 对 乙酰 氨基 的 
吸收 峰 的 位 置 也 有 影响 , 一 般 是 移 向 高 波 数 . 

O—O—O 基 : 除了 吡 喃 糖 基 的 糖苷 键 及 吡 喃 环 的 醚 键 有 特征 
吸收 峰 外 , 由 O—H 发 生 烷 基 取 代 形 成 的 各 种 O—O—O 键 不 能 加 
以 区 别 , 只 能 表示 醚 化 的 程度 . 

氨基 : 一 级 和 二 级 氨基 的 N 一 互 变 角 振 动 出 现在 1650~1590 
om-1，D- 葡 萄 糖 胺 的 1621 WA Be 1601 cma 的 强 吸 收 峰 就 是 这 种 
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N-—H 变 角 振 动 ， 


血型 多 糖 、 甲壳 素 、 硫酸 软骨 素 -玻璃 酸 ( 糖 醛 酸 ) 的 糖 都 具 
有 乙酰 氨基 ， 而 其 中 的 N 一 互 变 角 振 动 出 现在 1560 ~1508 om™, 
可 是 ,具有 与 硫酸 基 (Na 盐 形 式 ) 结 合 的 一 N 互 一 的 肝素 在 这 个 区 
域内 没有 吸收 峰 ,所 以 这 个 吸收 峰 可 以 用 来 识别 多 糖 中 的 一 N 瑟 一 
是 乙酰 化 的 还 是 硫酸 化 的 . 但 是 要 注意 ,在 这 个 区 域内 还 有 乙酸 


BG ies. 


@ 糖 的 吡 喃 环 的 振动 谱 ; 

糖 类 分 子 振动 的 特征 吸收 在 930 一 960 om 区 域 ， 立体 结 构 
造成 的 差异 分 述 如 下 . 

环 的 振动 谱 :， 四 氢 吡 喃 环 的 非 对 称 伸 缩 振动 所 造成 的 (一 
O—O 骨架 振动 在 875cm-:+ 处 出 现 吸 收 峰 ，D- 葡 萄 吡 喃 糖 有 同样 
的 环 振动 ,在 920cm- 处 有 吸收 峰 ，o-D- 葡 萄 吡 喃 糖 类 化 合 物 中 
这 个 吸收 峰 是 比较 强 的 ,而 B- 型 是 比较 弱 的 . DO SL HS 
缩 振动 在 813 om 出 现 吸收 峰 ,D- 葡 萄 吡 喃 糖 环 出 现在 770cm-: 
附近 . 糖 的 吡 喃 环 的 波 数 低 于 四 氢 吡 喃 糖 环 ， 是 由 于 半 缩 醛 环 上 - 
的 取代 基 造 成 的 ， 在 多 糖 里 ， 这 些 吸收 峰 由 于 糖 残 基 之 间 的 结合 
键 的 不 同 而 影响 了 这 些 吸收 峰 的 数值 的 变化 .如 a-D-(1—> 4) 结 
fi #,0-D-1—>8)5a-D-1 > 4) Xe, MARAE HH 
加 ， 吸 收 峰 向 高 波 数 移动 . (ATR a-D-(1 > 6) 结合 键 
的 葡 聚 糖 和 蜡 麦 芽 糖 来 说 ,没有 明显 的 移动 . 环 的 对 称 伸 缩 振动 ， 
根据 糖 残 基 的 种 类 或 差 向 异 构 碳 的 构象 不 同 而 有 所 差异 . 

构 型 的 确定 ; 糖 的 o- 和 -的 端 基 差 向 异 构 体 ， 是 由 端 基 的 
C—H SARAH. o WHR WAN O-AR ERE, 
在 844 土 8cm -处 有 一 个 吸收 峰 ; -型 的 0 一 互 取 直立 键 ， 在 
891 土 fcm 处 有 一 个 吸收 峰 . 但 是 , 海藻 糖 、 阿 洛 糖 和 异 阿 洛 糖 
的 o- 和 B- 型 同时 存在 的 情况 下 ,就 不 能 以 此 来 判断 。 此 外 ， 半 乳 
吡 喃 糖 及 甘露 吡 喃 糖 在 875 cmr-i 附近 看 到 新 的 吸收 峰 ， 这 是 由 于 
Os 和 Os 位 上 的 赤道 键 构 型 的 O—H 变 角 振动 所 造成 的 . 肌 醇 、 环 
已 连 五 醇 [geH7(OH) 可 这 两 种 O—H 的 变 角 振动 也 出 现在 875 
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em-:+ 处 ， 脱 氧 独 的 次 甲 基 所 引起 的 吸收 峰 ( 模 扬 ) 是 在 867 om, 
TS ROME BE SU Ze 967 em-: 出 现 吸收 话 ， 由 于 在 
这 附近 还 有 很 多 其 他 的 吸收 峰 出 现 , 所 以 很 难 准确 判定 它们 ， 


吡 喃 环 的 特征 吸收 峰 列 于 表 28. 
表 28 吡 喃 环 的 特征 吸收 
振 动 类 型 特征 吸收 (cm- 切 
非 对 称 环 伸缩 振动 ;1917 士 13 
对 称 环 伸缩 振动 770+14 
or- 端 基 差 向 异 构 的 CO 一 互 变 用 振动 844 士 8 
p8- 端 基 差 向 异 构 的 C—H 变 角 振 动 891+7 
端 基 差 向 异 构 C 一 互 以 外 的 赤道 键 的 CH 25 fh tea 880+8 
环 上 次 甲 基 的 横 播 振动 867 士 2 
末端 次 甲 基 的 横 摇 振动 967+6 


Whistler 和 House (1953) HAE 35 种 单 糖 及 其 衍生 物 的 端 
基 差 向 异 构 体 的 红外 光谱 ， 表 29 列举 了 几 种 游离 单 糖 的 吸收 峰 ， 
是 以 石 虹 油 为 介 质 测定 的 . 


表 22 LAM EE ERK 


特征 吸收 (cm -3 


糖 


a-D- 葡 萄 吡 喃 糖 855~ 833 
B-D-#j HS 905~ 876 
a-D- 半 乳 吡 喃 糖 839~810 

.8-D- 半 乳 吡 喃 糖 914~886 a 
a-D- 和 a-L—H Fe i : 843~818 
8-D- 甘 露 吡 喃 糖 898~888 
8-D- 和 8-L- 阿 拉 伯 吡 喃 糖 855~830 
a-D- 木 吡 喃 糖 760~740 


© WRU BE AT AE Dy BY Me 

FERRI HP, PRE EN, O— FL BRE EPEAT 
向 都 是 等 同 的 ,所 以 o- 和 B— FR ic es FE AR IS HD 

Remi iE A A, BL OL D 四 种 类 型 的 特征 吸收 区 域 . 

A 型 的 吸收 峰 在 924 士 18 cm, LIU HY OO TSE Se 


“126 + 


; 所 造成 的 , 与 此 相对 应 的 四 氨 陵 喃 的 吸收 峰 在 913 em-l。 如 果 存 
在 着 两 个 以 上 这 样 的 五 元 环 时 , 一 般 说 来 , 吸收 峰 是 重复 的 , 移 向 
917 土 15cm-t， 对 于 呐 喃 糖 的 衍生 物 来 说 ， 0-- 互 的 变 角 振 动 属 
于 D 型 , HME 799417 em, XA MICE TY LF aE 
SK. WRIA HE BRIS EE MK ZE 879 +7 cm" 和 858 士 Yoem-i 处 还 出 
现 吸收 峰 ， BA BBA OQ 型 .这些 吸收 峰 都 是 由 环 和 取代 基 
的 伟 缩 振动 以 及 次 甲 基 的 横向 振动 所 造成 的 ， 上 述 各 种 吸收 峰值 
并 不 是 可 以 完全 套用 的 ,由 
于 仪器 .操作 技术 .样品 处 理 
等 原因 往往 总 有 一 些 偏差 . 
图 外 是 -乙酰 氨基 葡 
8500 2500 1800 1400 1000 600 SHEA ZC SRG (KBr HE 
和 (cm-1) 片 法 ) 3500~3200cem™ 的 
4 N- 乙 酰 氛 基 葡 聚 糖 的 红外 光谱 ”两 个 宽 峰 是 0 一 也 和 N—H 
的 伸缩 振动 ， 存 在 着 分 子 间 和 分 子 内 的 氢 键 。 8000~2800 om 
的 一 组 峰 是 糖 类 0 一 互 伸缩 振动 ，1400~1200cm-:+ 的 一 些 峰 是 
0 一 互 的 变 角 振动 .没有 这 两 组 峰 ， 则 可 初步 判断 该 化 合 物 不 是 
糖 类 人 化合物 . 1660 com- 和 1630 com-!L # CH,CONH— fy Be He I 
谱 带 , 表明 是 8- 多 晶 型 . 车 无 16300m™ 吸收 , 则 为 ao BHA, BY 
是 自然 界 中 的 甲壳 素 . 1550cm-+ 是 N—H 的 变 角 振 动 . 1250~ 
950om-:+ 之 间 的 一 组 强 峰 ， 是 吡 喃 糖 环 的 醚 键 (C 一 0 一 O) 和 羟基 
的 吸收 峰 ，897 com—* $F it 
喃 糖 B- 型 O—H 45 fA de 
动 的 特征 峰 ， 了 呐 喃 糖 是 不 


会 有 此 吸收 峰 的 . 

图 46 是 菊 糖 GRE © 55002500. L800 0 T000" 00 
糖 ) 的 红外 光谱 图 (Br Fe Gm) 
Fri&). FRR RRMA, 但 46， 菊 糖 的 红外 光谱 


3000~2800 om™ 之 间 也 有 两 个 峰 ，9837 cma FEMME HY BS A 
缩 振动 所 造成 的 ，,877 em 于是 次 甲 基 的 横向 振动 造成 的 ， 而 818 
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cm AL WK Mh BY 0 一 瑟 变 角 振 动 . 这 三 个 尖峰 , 与 吡 喃 环 的 情况 
是 完全 不 同 的 ,以 此 可 以 区 别 呐 喃 糖 和 吡 喃 糖 . 

® 样品 制备 : 

Kimg 左右 经 干燥 的 糖 样 ， 与 100 一 200 mg ATH KBr 
粉末 在 玛 责 研 钵 中 轻 轻 研磨 均匀 , 磨 得 愈 细 愈 好 , 最 好 在 红外 灯 下 
eee, WU KBr 吸收 空气 中 的 湿 气 ， 样品 或 玉 Br 吸 湿 后 ， 将 在 
O—H fl N—H 的 高 波 数 区 域 出 现 水 峰 ， 影 响 O—H A N—H wy 
A. AR ADLER BH, 随即 上 机 测定 . 如果 样品 很 少 , 可 用 一 


小 片 滤纸 在 中 心 处 剪 一 小 孔 , 宕 上 铝 箱 , MERA, 然后 进行 压 片 ，， 


这 样 可 以 进行 微克 级 测定 . RI KBr 压 片 法 ， 有 时 亦 用 石蜡 油 
(Nujol) 法 ,这 时 的 红外 吸收 与 Br 压 片 法 不 尽 相同 . 
【文献 】 
Whistler, R. L. and House, L. R., Anal. Chem. 25:1463 (1953). 
Jiang Tingda & Lu Fudao, Int. J. Biol. Macromol., 9 (1):54 (1987). 


) (H#4€X) 
2, 糖 的 质谱 法 
质谱 法 研究 糖 的 结构 已 有 二 十 多 年 的 历史 ， Reed 等 人 于 

1958 年 首先 应 用 电子 又 击 法 研究 了 几 种 单 糖 和 二 聚 糖 ， 在 糖 的 

结构 研究 中 ,质谱 法 是 一 种 十 分 重要 的 手段 . 由 于 糖 的 难 挥 发 性 

和 热 不 稳定 性 , 限制 了 电子 又 击 质谱 法 (EI-MS) 对 低 育 糖 的 研究 ， 

后 来 发 展 了 各 种 糖 的 衔 生 化 方法 ， 粮 的 衍生 物 不 但 提高 了 挥发 性 

和 热 稳定 性 ， 而 且 便 于 结构 解析 ， 从 而 大 大 推进 了 质谱 法 在 糖 结 

构 研 究 中 的 应 用 .最 近 有 用 质谱 法 研究 五 聚 糖 甲 醚 衍生 物 及 六 桶 

糖 全 乙酰 化 衍生 物 的 报道 ， 但 是 ,对 于 聚合 度 较 高 的 低 聚 糖 来 说 

它们 的 了 衍生 物 的 挥发 度 和 热 稳定 性 仍然 太 低 , 不 能 用 EI-MS 法 来 

RI. BH ELMS 法 中 , 由 于 所 猴 击 的 电子 能 量 较 高 由 处 于 

激发 态 的 分 子 离子 严重 碎 裂 , 在 谱 图 中 难以 得 到 分 子 离子 峰 , 这 对 

结构 研究 带 来 困难 .为 了 对 强 极 性 的 低 挥发 度 的 化 合 物 进 行 质谱 

分 析 和 研究 ,近年 来 陆续 发 展 了 各 种 软 电 离 技 术 , 其 中 主要 有 化 学 

电离 (0D ， 场 致电 离 (ET)， 场 解析 电离 (ED)， 化 学 解析 或 称 直接 
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化 学 电离 (DOL), ， 以 及 最 近 儿 年 发 展 起 来 的 快速 原子 次 击 法 

(FAB), 这 些 软 电 离 技术 应 用 于 糖 的 研究 获得 了 明显 的 效果 . 下 
面 分 别 就 这 些 技术 在 糖 的 研究 中 的 一 些 应 用 作 一 介绍 . 

@ Hi-Fi (EI-MS), 

HRA ER AREA, CAARTHESR 
HE BEN BUMS ARE I, PAA, 以 分 子 状态 在 
离子 源 中 与 具有 一 定 能 量 的 电子 相 碰撞 , MOTE RED TS, Bi 
后 具有 过 剩 能 量 的 分 子 - 离子 碎 裂 成 各 种 碎片 离子 . 这 些 碎 片 离子 
和 分 子 离子 经 聚焦 后 ,在 一 定 电场 作用 下 被 拉 出 离子 源 , 通过 分 析 
器 , 把 具有 不 同 质 荷 比 m/e 的 离子 分 开 ， 最 后 到 达 接收 器 ， 在 不 
同 的 质谱 计 中 ,分 析 器 亦 各 有 不 同 .在 磁 质 谱 计 中 ,分 析 器 是 磁场 
或 磁场 和 电场 的 组 合 ， 在 四 极 质谱 计 中 , 分 析 器 是 四 极 杆 所 组 成 . 
接收 记录 系统 可 以 用 照相 干 板 法 和 电 记录 法 ， 目 前 大 部 分 质谱 计 
采用 后 者 ， 并且 配 有 计算 机 数据 处 理 系统 . 电子 又 击 质谱 法 中 通 
HORA TeV 的 电子 麦 击 能 量 , 因为 在 70eV 附近 , 电离 效应 较 稳 
定 . 有 时 为 了 得 到 较 强 的 分 子 离子 峰 和 较 少 的 碎片 峰 ， 和 对 击 电子 
的 能 量 为 20~120V 之 间 ( 称 为 低 电 压 质 谱 ). 通常 得 到 的 质谱 
中 , 质 荷 比 只 测 准 到 整数 位 , 称 为 低 分 辩 质 谱 ， 根据 低 分 辨 质谱 ， 
可 以 对 化 合 物 进 行 鉴定 ， 根 据 裂 解 规 律 可 以 推断 所 含 的 基 团 以 及 
该 化 合 物 的 结构 . 在 高 分 辨 率 (分辩 在 5000 以 上 ) 时 所 得 到 的 质 
谱 称 高 分 辨 质谱 , 其 质 荷 比 m/e 可 测 准 到 毫 质量 单位 ， 根 据 其 精 、 
密 质 荷 比 可 以 计算 出 各 碎片 离子 的 元 素 组 成 。 此 外 ， 有 些 离子 还 
具有 较 高 的 内 能 ， 在 从 离子 源 到 接收 器 的 飞行 过 程 中 还 继续 开裂 
生成 较 小 将 离子 ws 和 中 性 碎片 ， 由 于 一 部 分 动能 被 中 性 碎片 带 
走 ， 一 般 来 说 ms 离子 不 能 在 通常 位 置 通 过 分 析 器 , 只 有 在 场 自由 
区 发 生 开裂 的 ms 可 以 用 亚 稳 离 子 检测 法 来 检测 到 . 其 中 有 加 速 包 
压 扫描 法 、 电 场 与 磁场 联动 扫描 法 等 . 亚 稳 测 定 法 通过 对 亚 稳 离 
子 的 研究 , 可 以 弄 清 各 离子 之 间 的 母 、 子 关系 , 这 对 质谱 图 的 分 析 
非常 有 用 .对 于 糖 结构 的 研究 亦 是 常用 的 有 效 的 一 种 质谱 技术 . 

电子 猴 击 质谱 法 中 , 糖 样 首先 经 衍生 化 , 提纯 , 证 明 是 纯 品 以 
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后 可 以 直接 导入 法 把 样品 导入 质谱 计 的 离子 源 ; 另 一 种 进 样 方式 
是 色谱 -质谱 联 用 ,样品 通过 色谱 分 离 之 后 进入 离子 源 . 此 外 还 可 
以 高 压 液 相 色谱 -质谱 联 用 ,样品 经 高 压 液体 色谱 分 离 之 后 导入 离 
FR. 后 两 种 进 样 方式 的 好 处 在 于 样品 经 衍生 化 后 不 必 素 先 提纯 
就 可 进 样 , 但 是 不 容易 得 到 准确 的 强度 数据 ,也 不 易 作 亚 稳 研 究 . 
曾 有 报道 低 聚 木 糖 全 乙酰 化 物 的 高 、 低 分 辩 EI-MS.OI-MS 结果 . 
实验 是 在 JEOL 公司 的 JMS-BD3008 质谱 计 及 JMA-20008 数据 
系统 上 完成 的 ， 实 验 条 件 为 ， 电离 电压 , 70eV; 加 速 电 压 ,8kV; 
离 化 电流 ，300 wA; 分 辩 率 , 1500(10% 谷 ); BTM, 120~ 
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40 全 乙酰 化 木 糖 - 木 六 糖 (124) 的 EL iis 
A. 全 乙酰 化 卫 - 木 糖 也 ,全 乙酰 化 68-D- 木 二 糖 
C. 全 乙酰 化 6-D- 木 三 糖 ”D. 全 乙酰 化 6- 木 四 糖 
E. 全 乙酰 6-D- 木 五 糖 了 卫 ， 全 乙酰 化 6-D- 木 六 糖 


, 130， oa 


250°C, 进 样 温度 ， 室 温 一 35"0. 其 EI-MS 谱 图 示 于 图 必 ， 从 图 
中 可 以 观察 到 有 规律 的 碎 裂 过 程 . ' 低 质量 区 的 碎片 峰 较 强 ， 高 质 ， 
BRM AIRS, BAH La wis EI-MS 谱 中 均 未 观察 到 
分 子 离子 峰 ， 木 糖 全 乙酰 化 合 物 的 最 高 质量 碎片 峰 为 mo/x 275 
[M-OH;0CO]*, A. ASH AGS CH Hk es 
片 峰 为 [M-OHsO00]+， 而 木 五 糖 和 木 六 糖 全 乙酰 化 物 的 最 高 质 
量 碎 片 高 子 为 LM-275]*， 即 失去 OHeOa(OAO)s HE. 由 图 47 中 
可 以 观察 到 ,所 有 各 糖 卫 I-MS 中 在 低 质 量 区 碎片 离子 具有 相同 的 
质 荷 比 . 

高 分 辨 测定 : 测定 高 分 辨 电子 缀 击 质谱 可 以 确定 各 碎片 离子 

表 30 “全 乙酰 化 木 糖 的 高 分 辨 测定 结果 


m/2 元 RA A | 
44.9973 CHO, 
60.0199 CyH402 
68.0261 OsH4O 
69 .0338 ; C,H;O 
85.0303 —1.3 CiH5Os% 
86.0374 0.5 CHeOs 
97.0293 0.3 CsHaO。 
103.0395 0.0 CaH7Os 
115.0388 一 0.5 CsH7Os 
128.0473 CeHsOs 
139 .0392 O7H7Os 
157.0496 CTrHoOs 
170.0586 CgH 4004 
199 .0614 093105 
216.0634 CoHisOs 
259 .0851 C1507 
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的 元 素 组 成 ， 从 而 有 助 于 谱 图 的 解析 在 糖 的 研究 中 它 也 是 常用 
的 一 种 技术 . 永 糖 全 乙酰 化 物 的 高 分 辨 电子 猴 击 质谱 数据 列 于 表 
30. 其 实验 条 件 如 下 : 分 辩 率 为 6000; 质量 范围 4 一 300, 扫描 速 
度 , 20 秒 /全 程 . 其 他 条 件 和 低 分 辨 时 相同 . 

亚 稳 离 子 检测 ， 通 过 亚 稳 离 子 的 检测 ， 可 以 得 到 离子 之 间 的 
关系 .但 是 用 计算 机 接收 ， 数 据 处 理 所 得 到 的 低 分 辨 质谱 图 (图 
4) 丢失 去 了 亚 稳 峰 ， 以 加 速 电压 扫描 由 子 离子 找 母 离子 的 方法 
测定 了 木 糖 的 全 乙酰 化 物 的 各 离子 之 间 的 关系 如 下 : 


m/@ 259 m/2 258 
* ; * 
ay m/z 199 m/z 216 
x * + 
m/2157  m/2139 m/z 170 
* : * * 3 
m/z 115 m/2 97 m/2 128 
* * * 
m/297 m/z 69 m/z 86 
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‘ik 被 利用 ， 有 人 报道 全 氛 代 乙酰 化 木 糖 及 没有 和气 代 的 全 乙酰 化 木 糖 
if 的 结果 (图 48) , 指出 my/s 259 位 移 到 m/z 268, 表明 该 离子 中 含有 
| =4 ZB. 而 m/2170, m/z 157 Ay Be B Bl m/e 176 Fl 168, 
表明 该 离子 中 含有 两 个 乙酰 基 ， 从 而 确定 了 这 些 离子 的 结构 结 
， 合 高 、 低 分 辨 质谱 、 亚 稳 离子 检测 和 同位 素 标记 法 的 研究 , 再 根据 
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图 48， 木 糖 全 乙酰 化 和 全 气 代 乙酰 化 物 的 质谱 图 


© 132 + 


Mi/2 259 


m/2 157 
(C7H»O,4) 


as00 


+ 
CH=== -- oH! 


OAc OH 


m/2 115 
(CsH7Qs) 


= 


m,/2. 97 
(03H 0,) 


m/z 199 
(C9H110s) 


m /2 139 
(C7H703) 


oo 


0A ISS 


OH 


m/z 97 
(CsHsO2) 


m/z69 | 


(CeHsO) 


图 物 ”8-D- 木 糖 四 乙酸 酯 的 裂解 途径 
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50 B-D-(1> 4) 木 六 糖 十 四 一 酸 酯 的 结构 式 及 断裂 方式 
单 糖 的 一 般 碎 裂 规律 不 难 确定 木 糖 全 乙酰 化 物 的 碎 橡 机理 ( 图 
49). 

TER ARSE 45 A= pH EY SR ABE Han 以 8-D- 木 二 糖 乙酰 化 
衍生 物 到 B-D- 木 六 粮 CB ERA Yl, 它们 的 EI-MS 的 碎片 
离子 可 以 分 为 三 类 ;一 类 离子 是 由 分 子 离子 连续 脱 去 OHsOO、 
CHs00.OHAOO、HOAO 等 所 产生 的 离子 ; 它们 处 于 高 质量 区 . 另 
一 闫 离子 是 由 各 吡 喃 环 之 间 的 断裂 而 产生 的 (图 50)， 它们 集中 于 
诺 图 中 的 中 质量 区 .第 三 类 的 离子 是 一 RAT HARK MBS 
后 发 生 分 解 反应 而 产生 的 离子 . 它们 集中 于 低 质 量 区 ,并 且 强 度 较 
大 ,与 糖 的 结构 关系 密切 . 这 些 低 质 量 区 的 强 峰 和 木 糖 全 乙酰 化 物 
AY EI-MS 谱 相 比 ， 具有 相同 的 质 荷 比 ,表明 了 他 们 之 间 具 有 相同 
的 断 委 方式 ， 在 全 甲醛 化 低 聚 木 糖 的 低 电 压 EI_MS 中 , 有 人 报道 
了 全 甲酸 化 的 木 二 糖 、 木 三 糖 同 全 甲 栈 化 木 糖 相同 方式 裂解 的 一 
HY SF, 如 下 面 的 几 个 离子 便 是 一 例 . 


AS AH 
Meg Nii fons &m/3176) “Mog ou >。 Noi (m/s 886) 
; OMe OMe OMe 
Me0 - CH=CH— CH= OMe (m/z 101) MeO<OMo. CH= CH- CHAD Me (m/s 261) 


OMe 


. 0. n Heke 
Me0 —OH= ‘OMe (m/275) Med <om 2 -OH =Obfe (m/z 235) 


Pili RAE WERE BSR, NARS 
使 得 某 些 离子 的 相对 强度 发 生变 化 , 据 此 来 区 分 连接 位 置 异 构 体 ， 
如 全 甲醛 化 D- 木 二 糖 有 表 31 所 示 的 关系 . 

其 中 m/z261、145 离子 强度 的 变化 可 作 如 下 理解 , m/z261 Bs 
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表 3 引 ”三 聚 木 糖 里 栈 化 衍生 物 联结 方式 的 鉴定 


% 245 
m/z 
al—>1b* al—>2b al—>3b al—>46b 
261 | 0 1~5 0 1~5 
115 | 1~5 1 10~20 i~5 
101/88** 30 1 1 1 
261/131 0 1 0 5 
一 5 
Cl a, 0 指 糖 环 4 与 2 1 2，3,， 4 表示 相连 结 
3 2 
的 碳 位 . 
** 相对 强度 。 
子 的 碎 裂 方式 如 下 : 
> , 4 f 
Me OMe 1——»> < OMe MW’ 
4 -一 - OMe 
Me 3 “2 OMe QMe 
Me OMe OMe CH=OMe 
1 5 4 3 P ere 
} 一 OHO+OHCOMe)， pa 
MeO Me 


m /2 261 
首先 -3 位 上 的 OOHas 基 转移 到 O-1 位 上 ， 然 后 断裂 产生 
m/2261 离子 . 显然 在 二 >3 与 1 连结 中 ， 上 述 反 应 不 能 或 很 . 
MERA. 所 以 不 出 现 "z/z 261， 亚 稳 检 测 证 明 m/2z115 离子 是 由 
m/2175, m/z 235 裂解 而 来 的 ， 首先 gw 、5 两 吡 喃 糖 环 之 间断 裂 ， 


O Me OMe 2 ， 
+ : . . 
984 Me MeO Me MeO 
m/z; 175 m/z 115 
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然后 重 排 失去 HCOOMe 分 子 ， 对 甲 醚 化 的 吡 喃 糖 的 研究 Ze 明 ， 
OHs 基 最 容易 从 碳 -位 上 脱 去 ,其 次 是 碳 -3 位 .在 1 二 >8 联接 
的 全 甲酸 化 木 糖 中 ，c&、2 之 间 相 联结 的 碳 位 都 处 于 比较 容易 脱 去 
取代 基 的 ,因此 该 化 合 物 中 , 配 糖 键 容易 断裂 ; 


Me 
OMe + 


所 以 在 1->3 中 m/z 115 比 其 余 联结 方式 中 强 的 多 . 
@ 化 学 电离 质谱 (OI-MS) | 
了 电子 又 击 质谱 中 虽然 可 以 得 到 较 多 的 、 与 分 子 结构 相关 的 碎 
片 离子 ， 但 是 往往 不 能 得 到 分 子 离子 ， 而 化 学 电离 质谱 由 于 所 竺 
递 的 能 量 较 少 ,所 以 比较 能 得 到 较 强 的 分 子 离子 ( 准 分 子 离子 ) . 自 
站 Munson 和 Field 在 1966 年 提出 此 技术 以 来 已 获得 广泛 应 用 . OL 
离子 源 要 求 较 高 的 压力 (13.38~~183.838 Pa), WET See 
各 不 同 , 它 是 通过 分 子 离子 反应 达到 使 样品 分 子 电离 的 目的 . 样品 分 
| 子 与 反应 剂 气体 分 子 的 比例 大 约 为 1:1000, 所 以 在 离子 源 中 首先 
反应 剂 分 子 电离 产生 一 系列 离子 ， 以 甲烷 为 反应 剂 时 ， 在 离子 源 
| 中 有 以 下 复杂 反应 : 
OH,+e —> OH}, OH}, CHi, OH+ O*, Hi, Ht, +26 
离子 -分 子 反应 : 
CHit+0OH, —> OH++OH, 
CHi+OCH, 一 > C.Hi+H, 
Ca 了 十 五 


OH 上 GOH 一 一 
‘. C.Hi-+H»+H 


OH*+0OH, — C.Hi+H,+H 
再 次 离子 -分 子 反 应 ; 
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OH 0O,;H} +H, 
ont OE oa +8, 
其 中 OHS HAT AMN~47%, OsHt H~40%, OsHi Hi~6%, 
OH} 是 一 种 很 强 的 Bronsted RM, 与 几乎 所 有 的 有 机 分 子 反应 ( 质 
子 转移 分 子 ) ， 从 而 得 到 样品 的 准 分 子 离子 ，OsHt 、QeHt tes 
品 分 子 起 加 成 反应 产生 [M 二 QaHa]+、[M+OsHo]+ BF. 其 他 党 
用 的 反应 剂 还 有 异 丁 烷 、 氨 \ 水 ` 氢 等 ,它们 在 离子 源 中 (一 133.3 了 Pa) 
的 主要 离子 分 别 是 QHi NHi+、(NHa)sH+、(NHa)sH+、HsO+、 
(H20)2H*, (H.0);H*, He. 
”在 糖 的 研究 中 , 甲烷 、 异 丁 煤 为 反应 剂 时 仍然 很 难得 到 准 分 子 
- 离子 峰 , 而 往往 得 到 的 是 失去 一 个 分 子 水 的 离子 ， 如 : 


Lie 
《 OH 罗 — 
io 
_O# 
Ri Se Rta Sd TS aire aa Seok 
NHt | | CH? C,Ht 
[M+ NH,]+ (100%) [M+H]*(0%) [M+H]* (0%) 
_H,0 _HO HO 
m/z 180 m/2 163 m/2 163 

~H,0 —H,0 _H,O 
m/z 162 m/2145(100%)  —-m/z# 145(100%) 


Dougherty % (1974) AFT MARIA RE T+ OR 
糖 、 六 种 三 聚 糖 、 四 种 四 聚 糖 和 两 种 五 聚 糖 的 全 乙酰 化 衍生 物 
的 OI-MS, 得 到 了 比较 满意 的 结果 , 但 是 仍 没有 得 到 五 聚 糖 的 准 分 
子 离子 峰 . 用 揽 作 反应 剂 获得 了 全 乙酰 化 的 6B-D- 木 糖 人 8-D- 
木 六 糖 的 OI-MS 所 有 各 糖 的 准 分 子 离子 峰 (图 下) 。 实验 条 件 如 
下 : 样品 ， 全 乙酰 化 1>4 联结 的 6-D- 木 糖 二 木 六 糖 ， 经 高 压 液 
体 色谱 纯 化 分 离 出 或 证 明 是 单 峰 ， 电 离 电压 200V; 离子 化 电流 
100 wA; 离子 源 压 力 18~1383Pa; 离子 源 温 度 130 一 250”C (Al 4 BF 
的 挥发 性 ); 进 样 温 度 从 室温 到 980°C, 对 于 五 聚 糖 和 六 聚 糖 采用 
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最 快速 升温 (200*C/ 分 ) 到 880°C, 样品 迅速 加 热 , 使 汽化 作用 在 汽 
化 与 热 分 解 的 竞争 中 处 于 较 有 利 的 地 位 . 尽管 如 此 ， 准 分 子 离子 
峰 强度 随 着 聚合 度 的 增加 而 迅速 减弱 .在 单 糖 到 三 聚 糖 时 准 分 子 
离子 峰 是 基 峰 ， 到 五 聚 糖 、 六 聚 糖 就 很 弱 了 ， 但 仍 可 明显 地 辨认 . 
在 谐 图 中 可 见 到 ， 高 质量 区 中 ， 除 准 分 子 离子 外 ， 还 有 较 弱 的 
_ ([M+NH,—CH,CO]*, [M+NH,—AO]*, [M+NH,—HOAC]*, 
[M+NH,—HOAC]* 2 BSF. BE Sb, MAS BE BARN BS 
乙酰 化 衍生 物 的 OIL_MS 中 , 出 现 很 强 的 较 低级 聚合 度 的 准 分 子 离 
子 轿 和 其 脱 乙酰 酮 离子 峰 
 OLMS 法 可 以 测定 分 子 量 的 大 小 , 并 且 与 其 他 软 电离 技术 相 
比 ， 它 又 有 较 高 的 灵敏 度 ， 操 作 方便 ， 对 EI-MS 是 一 个 重要 的 补 
充 . 
@ 场 致电 离 、 场 解吸 电离 质谱 (FI.FD-MS) 
对 于 那 类 对 热 的 和 /或 电子 和 振动 激发 敏感 的 , 因而 在 它们 的 
El 和 OT-MS 中 通常 没有 分 子 离子 M+ 的 化 合 物 ,如 糖 类 ,最 好 应 
用 软 电离 方法 研究 它们 ， FL, FD 是 使 化 合 物 在 高 强度 电场 中 ， 
107~108V/em 的 条 件 下 进行 电离 的 方法 样品 分 子 以 气态 在 发 
射 体 附近 电离 的 ， BRL 方法 , 若 将 样品 涂 在 发 射 体 表面 上 , 呈 固 体 
RAS, 在 高 强 电场 下 由 于 量子 隧道 效应 而 被 电离 的 ， 称 FD 方法 ， 
因此 ,在 仪器 上 FI 和 FD 多 以 组 合 离子 源 结 构 作为 RD 的 发 射 体 ， 
通常 用 直径 10wm 1H 49% , FE 1. B8P aH ZA, HE 1200°C 条 
FMI. 这 样 ， 在 钨 丝 上 生长 出 许多 20 um 左右 的 碳 针 ， 
当 将 电位 加 到 发 射 体 和 相对 电极 上 ， 一 般 在 10~12 千 伏 条 件 下 ， 
在 碳 针尖 端 附近 ,形成 高 强 电场 ， 足 以 使 样品 分 子 电离 .| 测量 时 ， 
。 将 样品 溶液 或 悬浮 液 用 微 注 射 器 滴 在 发 射 体 上 ， 或 是 将 发 射 体 浸 
入 样品 溶液 中 , 待 溶剂 燕 发 后 , 样品 留 在 发 射 体 表面 上 ， 将 发 射 体 
放 入 离子 源 后 ,调节 发 射 体位 置 使 钨 丝 至 相对 电极 为 2 毫米 ,用 丙 
酮 气体 以 FI 模式 ， 根 据 丙酮 的 m/s 58 离子 流 将 仪器 调 至 最 佳 工 
作 状 态 ， 之 后 ,用 可 程序 控制 的 电流 加 热 发 射 体 , 则 样品 分 子 以 离 
子 状态 从 表面 被 解吸 出 来 , 测 得 FD 谱 在 解吸 过 程 中 , 分 子 得 到 
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了 很 少 的 低 手 0.1eV 的 激发 能 量 ， 而 分 子 气 化 所 需 的 能 量 要 比 电 
离 解 吸 所 需 能 量 大 得 多 . 因此 ,在 FTD a a 
在 显著 降低 的 热效应 条 件 下 进行 的 . 

FD 谱 具 有 以 下 特点 ;第 一 , 在 最 佳 阳极 温度 (BAT) 条 件 下 ， 
分 子 离子 M+ 或 准 分 子 离子 M+1]* 常 为 基 峰 ,碎片 峰 少 而 强度 
弱 , 谱 图 简单 ,易于 解 檀 ; 第 二 , 当 发 射 体温 度 高 于 BAT 时 , FD 谱 
中 也 有 雁 片 峰 , 碎 裂 往往 是 由 于 键 的 直接 断裂 引起 ， 因 此 ， 碎片 离 
于 的 出 现 , 有 利于 化 合 物 的 鉴定 ; B=, FD 谱 中 , 一 般 都 能 观察 
到 比 M* 或 IMT 二 ”质量 更 高 的 一 系列 峰 ， 如 [MT+Na]*、[LM+ 
K]*, [M+2Na]**, [2M+1]* S$. joc Hales Fy HB, 对 于 化 合 物 分 
子 量 测定 的 确认 具有 重要 意义 . 在 高 分 辨 条 件 下 ， 了 ED 方法 可 以 


CH,OH 


sun 3B ike (M+1)* 
: FI Ret, SAA 181 


 (M+-H20) 
-((M+1)-2H20)* -163 


(CM+1)- 3H20)* ~ 7: 
121 


m/z Oo 
52 葡萄糖 的 卫 I、FI 和 了 D 质谱 
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精确 测定 化 合 物 的 分 子 量 与 元 素 组 成 ， 又 可 以 得 到 对 于 结构 襄 析 


ABNER AS, BELL FD-MS 对 于 化 合 物 的 结构 鉴定 是 
十 分 有 用 的 . 

Beckey 等 首先 应 用 FI/FD-MS 研究 了 糖 及 其 衍生 物 . 用 
FD-MS 测定 的 第 一 个 化 合 物 是 D- 葡 萄 糖 .该 糖 的 EL FI 和 TD 
谱 示 于 图 52.° FD 谱 是 一 张 典 型 的 “单一 峰 ? 质 谱 , 主要 是 M+: 和 
[EM 平 卫 +， 而 碎片 峰 的 相对 强度 不 超过 5%.。 ZENER FT ah, 观 


”人 察 到 一 些 比较 强 的 碎片 峰 ， 这 些 离子 是 由 于 热 激发 从 母体 分 子 中 


相继 脱水 生成 的 , Mt+” 只 有 5% 的 相对 强度 ， 但 [M 二 如 + 仍 为 基 
峰 ， 在 D- 葡 萄 糖 的 70 eV 的 EL 谱 中 , 在 m/z 103 以 上 区 中 观察 
不 到 离子 . 


相对 强度 
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53 棉籽 糖 了 D 质谱 
溶剂 ,二 乙 基 亚 砚 ; BAT, 19~25mA 
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应 用 FD-MS 研究 了 一 种 三 糖 一 一 棉籽 糖 ， 其 下 D 谱 示 于 图 
53, 一般 来 说 , =H FD 质谱 中 , 分 子 离子 峰 比 起 单 糖 FD 谱 中 
的 分 子 离子 峰 的 强度 , 有 了 明显 的 下 降 . 这 反映 了 由 于 具有 更 多 的 
自由 羟基 官能 团 以 及 更 强 的 氢 键 的 生成 所 导致 的 更 强 的 极 性 .72/s 
505, [(M+H]* WBF 55%, Alt, WA FD-MS 研究 三 糖 是 
不 成 问题 的 .除了 m/z 80, 31. 60, 61_ 91. 119. 144 这 些 典 型 的 
碎片 外 ， 残 基 的 正 离子 (图 53) 人 D)m/x 163，(IDa/z 34 Al (I) 
m/z 325 ， 对 于 结构 测定 具有 重要 意义 的 碎片 峰 ， 也 可 以 记录 于 
来 . 键 的 直接 断裂 ,伴随 着 质子 传递 , 生成 [II 二 也]+, 这 反映 出 棉 
籽 粮 的 双 糖 残 基 . 在 配 糖 键 处 的 键 断 裂 给 出 碎片 峰 和 /zs163 和 
825, 根据 分 子 离子 峰 以 及 这 些 特征 的 碎片 峰 , 可 以 得 到 有 关 化 合 
物 结构 的 重要 信息 . 这 些 碎片 离子 的 生成 ， 指 出 了 构成 糖分 子 的 
BRA, 对 于 糖 的 序列 分 析 很 有 用 . 

Moor 和 Waight 等 人 (1974) 研 究 了 一 系列 的 双 糖 三 糖 和 四 
糖 的 ED 谱 以 及 它们 的 全 甲 基 化 、 全 乙酰 化 的 衍生 物 的 ED 谱 . 除 
水 苏 糖 外 ,在 所 有 的 了 TD 谱 中 , 都 能 观察 到 [M 十 了 ]*, 为 化 合 物 的 
测定 提供 了 重要 信息 ， 作 者 还 研究 了 不 同 的 发 射 体 加 热电 流 对 于 
分 子 离子 碎片 化 的 影响 .全 甲 基 化 的 低 聚 糖 能 产生 强 的 分 子 离子 
峰 ， 相 反 ， 全 乙酰 化 的 低 聚 糖 产 生 很 弱 的 分 子 离子 峰 ， 但 较 强 的 
[M-60]* i. 在 棉籽 糖 的 TD 谱 图 中 观察 到 的 双 糖 残 基 [LI+ 
2 互 ] ,在 四 糖 的 ED 谱 图 中 也 观察 到 了 . 

以 上 的 结果 表明 , FD-MS 中 低 聚 糖 所 产生 的 某 些 碎片 ， 对 于 
化 合 物 的 结构 测定 能 提供 重要 信息 .但 是 , 毫 无 疑问 ,上述 所 介绍 
的 ED-MS 的 主要 优点 ， 还 是 在 于 利用 这 种 方法 进行 分 子 量 的 测 
定 ， 如 果 就 是 为 了 这 个 目的 ， 通 过 使 用 未 加 处 理 的 钨 丝 (发 射 体 
丝 ) 和 通过 使 用 碱 金 属 盐 来 提高 阳离子 化 过 程 , 那 瓯 可 以 进一步 的 
减少 碎片 化 . 对 于 低 聚 糖 , 往 样品 液 中 添加 碱 金属 离子 (O) 的 影 
响 以 及 能 产生 高 丰 度 的 [MT 二 GO]* 离子 ， 也 进行 了 研究 . 水 苏 糖 、 
(Zi) 和 Nal 混合 物 的 质谱 表明 ,添加 这 些 化 合 物 会 导致 
生成 高 丰 度 的 [M 十 Na]* 离子 ， 并 显著 地 降低 了 碎片 化 (图 540), 
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wu [M+Na]* 
ia (a) [M +2Nay 689 


(M+Na]* 
689 


685: 690 


8 一 一 一 
BA KAY FD 质谱 
@ AGM ZAG Nal 混合 物 (重量 比 1:1;0.3) 
©) 水 苏 糖 溶 于 重 蒸馏 水 中 , 高 分 辩 单 次 扫 摘 
对 于 水 苏 糖 , 不 加 碱 金属 离子 , 当然 也 可 以 记录 到 [MT 二 Na] Hie, 
上 只 是 强度 低 《图 542)， 因 为 来 自生 物 物 质 如 天 然 产物 的 含 糖 样品 
中 , 总 含有 足够 浓度 的 碱 盐 , 以 引起 正 离子 化 . 
® 化 学 解吸 质谱 (DOI-MS): 

DOL 是 一 种 新 发 展 起 来 的 质谱 软 电 离 技术 ， 它 的 电离 原理 不 
同 于 了 D. DOI 电离 方法 是 将 被 测 物 放 六 CI 等 离子 体 中 的 未 活化 
处 理 的 铂 丝 上 ， 不 需要 使 样品 气 化 . 电离 机 理 类 似 OL 源 . 目前 
DOL 方法 已 经 成 功 地 应 用 于 研究 一 系列 热 不 稳定 的 和 /或 强 极 性 
的 化 合 物 . DO! 谱 也 是 谱 图 简单 ,碎片 峰 少 而 绊 ， 占 优势 的 峰 是 
准 分 子 离子 峰 , 如 以 NHs 作为 反应 气体 时 , 则 [M-+N 了 ~ 常 为 基 
iS, AC DOL 谱 图 易于 解析 , 对 化 合 物 分 子 量 的 测定 很 有 用 ， 其 
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缺点 是 由 于 碎片 少 不 利 于 结构 谢 析 ， 在 DOI 谱 图 中 ， 除 了 [MT+ 
NH4]* 外 , 还 可 以 观察 到 M+ (NH3) 2H fil 2M+NHs)* K-28 
离子 . 这 些 离子 的 出 现 ,对 于 化 合 物 分 子 量 测定 的 确认 是 有 益 的 . 

图 55 所 示 葡 萄 糖 的 DOI 谱 , 基 峰 为 wm/ 对 98[LMTNH4 ,次 
强 峰 是 m/z 180， 它 的 相对 
丰 度 只 有 10%, ERDF 


198 


80 离子 脱水 生成 的 . 
Bg © RRRTR i he 
E 10 (FAB-MS). 
: 近年 发 展 的 一 种 称 为 锯 
由 215 `” 速 原子 又 击 (EAB) 的 新 的 电 


50 100 350 250 300° 离 技术 .这 是 一 种 比 ED 更 
ip! 了 为 方便 的 方法 ， 在 用 其 他 方 
法 研究 的 化 合 物 在 质谱 中 不 
能 出 现 分 子 离子 的 情况 下 ， 用 FAB 方法 可 得 到 分 子 离子 峰 ， 
Barkor 等 人 研究 FAB 技术 ， 并 用 这 种 技术 研究 了 难 挥发 性 
有 机 物 及 热 不 稳定 的 化 合 物 ， 原 理 上 了 TAB 方法 与 二 次 电离 质谱 
法 (SI-MS) 相似 .SI-MS 是 用 被 加 速 的 正 离子 , 通常 用 Art edt 
样品 表面 ,由 此 产生 的 样品 离子 进入 质谱 仪 的 分 析 系 统 , 而 FAB 
则 用 快速 中 性 原子 , 通常 用 Ar 去 又 击 样品 表面 , 使 之 产生 样品 离 
子 . .由 于 了 AB 使 用 的 是 中 性 原子 , 则 所 需 的 能 量 远 远 小 于 SI-MS 
中 所 使 用 的 正 离子 所 需 能 量 ,所 以 了 RAB 是 一 种 更 有 前 途 的 软 电 离 
方法 . FAB 方法 具有 以 下 优点 ; a) 对 于 难 挥发 性 的 和 /或 热 不 稳 
定 的 化 合 物 以 及 盐 类 , 能 生成 [MTH]+，[M 十 Na]+, (M+K]* 的 
正 离子 , 这 对 分 子 量 测定 非常 重要 ; b) 可 以 得 到 碎片 离子 ,便于 对 
化 合 物 结构 进行 讨论 ; @) 几乎 生成 等 量 的 正 、 负 离子 , 有 利于 谱 图 
解析 ; d) 离子 生成 的 时 间 长 ,便于 测量 ; e) 可 以 得 到 稳定 的 强 的 离 
Fi, 有 利于 提高 测试 精度 . 
在 FAB 的 实验 中 ， 将 样品 分 散 于 一 种 极 性 液体 〈 底 物 ) 中 ， 
通常 用 两 三 醇 作 底 物 ， 因此 ， 在 了 TAB 谱 的 低 质 量 区 ， 特 别 是 在 
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m/2200 以 下 的 区 域内 , 有 一 系列 丰 度 高 的 两 三 醇 的 碎片 峰 ， 以 及 
双 分 子 峰 ,这 对 样品 测试 造成 了 干扰 ,是 不 足 之 处 ， 当 然 也 可 以 先 
用 其 他 底 物 , 但 底 物 峰 总 是 存在 的 ,而 且 用 数据 系统 也 不 能 完全 扣 
除 . 

应 用 JMS-DX800 型 质谱 仪 研究 了 水 苏 糖 的 FAB-MS. 首 
先 将 水 苏 糖 深 于 两 三 醇 中 ,再 将 它 涂 在 样品 架 上 , 送 入 离子 源 ， 所 
得 到 的 水 苏 糖 的 FAB 谱 示 于 图 56. 图 中 最 强 峰 是 锅 /z505, 它 是 
(M 寺 三 CeHio0s)+ 离子 ， 准 分 子 离子 峰 [M- 上 3]+ 的 强度 是 基 峰 的 
引 免 。 此 外 ， 在 高 质量 区 ， 还 有 一 个 比较 强 的 峰 m/z759， 它 是 
[MAI+G]+、(G- 甘 油分 子 )。 同 一 个 化 合 物 的 质谱 示 于 图 氏 , i 
峰 是 m/z 689[M 二 Na]+, 次 强 峰 是 856[M 二 2Na]s+。 在 测试 过 程 
中 ,为 了 易于 得 到 [MO]+ 离 子 , 预先 向 被 测 样品 中 参 入 少许 NaL 
比较 这 二 张 谱 图 可 见 ED 和 FAB 是 互 为 补充 的 软 电离 方法 ， 

dees 505 - 20 


图 56 水 苏 糖 的 FAB 谱 
CH,OH 
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57 水 苏 糖 的 了 FD 质谱 
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一 般 来 说 ， 对 未 经 化 学 衍生 化 糖 的 分 析 ，EI-MS 方法 是 得 不 
到 分 子 离子 峰 的 ,即使 是 经 衍生 化 处 理 , 双 糖 以 上 的 糖 也 得 不 到 分 
子 离子 的 信息 . 因此, 软 电 离 技术 ,对 于 研究 糖 类 是 一 种 十 分 重要 
的 分 析 技 术 . 册 

结论 与 前 景 : 

质谱 法 已 成 为 碳水 化 合 物 结构 研 究 最 有 效 的 方法 之 一 .应 用 
EI-MS, CI-MS 已 经 卓有成效 地 研究 了 经 化 学 隐 生 化 处 理 的 低 聚 
Wi (BRAVA). GO-MS 和 IO-MS 的 发 展 进一步 促进 了 
碳水 化 合 物 的 研究 工作 .特别 是 近年 来 发 展 起 来 的 一 些 软 电离 技 
FR FI, FD, DCI 和 了 TAB 等 , 对 于 研究 碳水 化 物 类 低 挥 发 度 、 热 
不 稳定 的 化 合 物 来 说 ， 具 有 广阔 的 应 用 前 景 . 因为 这 些 电离 技术 
在 适当 的 实验 条 件 下 一 般 都 能 给 出 分 子 离子 . “应 用 高 分 辨 测定 ， 
可 得 到 精密 分 子 量 及 元 素 组 成 . 应 用 质谱 新 技术 如 联动 扫描 MS 
/MS FE, 研究 化 合 物 的 碎 裂 途径 、 不 同方 式 的 衍生 化 处 理 、 同 位 
素 标志 方法 以 及 软 电离 技术 的 配合 使 用 ， 可 以 得 到 有 关 糖 环 联接 
方式 的 有 关 信 息 . 所 有 这 些 为 糖 的 序列 分 析 和 结构 鉴定 提供 有 用 
的 数据 .质谱 仪 ,特别 是 数据 处 理 系统 ,近年 来 发 展 十 分 迅速 ， 新 
的 一 代 仪 器 已 经 能 测 分 子 量 大 于 一 万 的 化 合 物 .不 言 而 喻 ,质谱 法 
在 碳水 化 合 物 的 研究 中 将 会 起 到 越 来 越 重 要 的 作用 . 
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(EHH MRR) 
3. Sx &i-A i= (HPLO-MS) RMHRKAHRAKKBH 
结构 序列 分 析 
多 糖 的 结构 序列 分 析 是 在 单 糖 和 窒 糖 色谱 分 离 分 析 的 基础 
上 ， 采 用 酸 或 糖苷 酶 降解 成 单 糖 或 部 分 降解 的 方法 降解 为 寡 糖 的 
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混合 物 ,用 高 效 液 相 色 谱 分 离 和 测定 ,确定 其 单 糖 的 组 分 和 克 分 子 
比 . WR SERRA HPLO 分 离 , 收集 各 组 分 , 得 到 纯 品 ,并 制备 易 挥 
发 的 衍生 物 ( 甲 基 化 ,乙酰 化 , 三 甲 基 硅 烷 化 等 ), RRA TER FE ih 
直接 制备 成 易 挥发 衍生 物 ,经 反 相 HPLO 分 离 , 并 收集 各 组 分 , UK 
RAIA, 各 组 分 分 别 直 接 进 行 质谱 鉴定 , Wie SOR A AY 
以 及 单 糖 连接 的 可 能 顺序 . 用 拼接 “七 窍 板 ” 的 方法 推断 多 糖 的 可 
- 能 结构 序列 .， 

本 实验 以 全 乙酰 化 B-D-1 一 4 低 聚 木 糖 为 模型 ， 试 图 用 
了 PLO-MS 脱 机 联 用 对 低 聚 糖 进行 结构 序列 分 本 . 

【 仪 右 与 试剂 】 

液 相 色谱 仪 ，Perkin-Elmer Series 3 型 , 配 以 自制 柱头 隔膜 
BERR, LDO-1107 型 示 差 折射 检测 器 (灵敏 度 8x10RIU)， 
Sigma 10 数据 处 理 机 . 

质谱 仪 ，JMS-D3008 质谱 仪 及 JMA-2000 数据 系统 . 

旋光 仪 ， 了 Perkin- 了 Elmer 241MO 数字 显示 自动 记录 ， 

色谱 柱 ， %4.6mmx250mm 不 锈 钢 色 谱 柱 . 

固定 相 , Nucleosil ODS(10 wm), 

Glin, PR, CAT, 乙酸 钠 等 A. 有 人. 

【操作 和】 

(1) 全 乙酰 化 6-D-(d 一 4) (RRA GERD) 的 制备 ， 按 一 般 
乙酰 化 的 方法 制备 ， 低 聚 木 糖 与 乙酸 本 -乙酸 钠 加 热 回流 4 一 6 小 
时 ， 反 应 产物 倒 入 冰 水 中 析出 白色 固体 ， 用 适当 的 溶剂 (甲醇 , 乙 
Bi, Cha) Bai da. 

(2) 液 相 色谱 分 析 条 件 ， 

色谱 柱 ， 史 4.6X250 mm. 

固定 相 ， Nucleosil ODS 10 jzm (Macherey—Nagel) , 

WEB, ZI—7kK- FE (55:40:35), 

流速 : 2mL/min( 室 温 ). 

进 样 量 ， 定 性 测定 约 50wg, 供 质 谱 分 析 用 制备 量 分 离 , 根据 
样品 的 情况 每 个 组 分 一 次 进 样 量 可 在 100 一 250 ug 左右 ， 经 色谱 
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表 32 全 乙酰 化 B-D-1->4 HAAR ER) 的 物理 常数 


全 乙酰 化 低 聚 木 糖 熔 点 “9 


—_—_— 一 一 


[a] 了 (CHCOHs) 


木 糖 四 乙酸 酯 125 —25.3(01.0) 
KO-EACEE 154~ 155 —74.5(C0.9) 
木 三 糖 八 乙酸 酯 108~109 —83.4(C1.0) 
木 四 糖 十 乙酸 酯 201~202 | — 83.7 (C0.8) 

木 五 糖 十 二 乙酸 酯 261~262 —97.8(C0.5) 

六 糖 十 四 乙酸 酯 260~261 —102.0(C1.5) 


分 离 后 ( 见 图 58 和 59， 色 谱 数据 列 于 表 8B) ,收集 各 组 分 ,分 别 减 

REA PLAR a, FEAL BE (PoOs) 存在 下 冰冻 干燥 , 得 冻 干 
yy By, 供 质谱 直接 进 样 . 

Se (3) 质谱 分 析 : PE Ah I-VI Bt 

1 行 70eV Ha-F Sit Wi i (ELMS) 

i 和 化 学 离子 源 质谱 (OI-MS) . 主要 

Pi 碎片 离子 列 于 表 38, 一 个 显著 特 

征 是 有 规律 的 碎 裂 过程 ， 从 而 在 低 

1 ”质量 区 得 到 可 相互 比较 的 一 系列 强 

‘| 的 碎片 峰 ， 在 高 质量 区 得 到 了 

| 弱 的 碎片 峰 ， 然而 ,它们 是 与 全 

乙酰 化 木 糖 的 残 基数 有 关 的 特征 

BF. 其 最 高 质量 的 碎片 离子 

ye tt COC MAO) ** ere 


58 全 乙酰 化 低 聚 木 糖 a. + 

的 分 离 色谱 图 M— : rH 

Rew: CZA-7K-FR BR (55:40:25) | - ae, ai: re a 
es 分 子 离 子 的 质量 数 . 

为 了 直接 得 到 准 分 子 离子 峰 , 以 氨 为 反应 气体 进行 QI-MS, 得 

到 [MT 二 NH4+, 在 IIII 的 OI-MS #eh (M+NH,]* 为 基 峰 ， 随 

着 糖 的 聚合 度 增 大 , [MTNH4]+ 峰 的 强度 逐渐 减弱 ; VI 的 CI-MS 
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"SBME gt HEE 
Et Hd — EM (800T) L6 2/ YAR SGA xe 
"0.062 IA~ AI 0.002 
“TIT O.OST .IT O.0ZT ‘T “A MYL M *o.08¢ “IA‘A 0.00 “AI 0.008 “ITI D。09T “IT 0.001 ‘I ‘MO HRAE « 


(0°T)| (6 于) |(0°3)|(0" 8@)| (6°92) | 4682) (8 59)| (40°0) a Ee a, 8681 
406 | 169 | SZb | 6S | 66T | LZST | 6ST | SeTT abi” BE (OOFHO) “O"*H™D 
66° Ts T 一 -一 一 -| 一 一 -一 一 


ee. 58TT 
G09°0 10g | OFS (Qn 8475) QFN) 


99: Ne |S 


(20°0)|(6°2)|(0°#8)| (9 0g) | (HSL) |(F" Sg)| (*O) 
169 | cle | 69g | 66T | LST | 68T | ‘206 
9'TT (8 2g)| (2° 3s)| se) | (8 e2)] (2° ST) 
clp | 6c | 661 | 2ST | 6ST | T69 


68 "0 j9F°S) ,OV,Hot (opt) FO HD 
PL TSE T a 


if 
693 °0 E3°T WOVE 8 0 8TO8ITJATID 
c9° T\Ze° IT- 一 一 | 一 


《09)|(g 0g)| (2° 8F)| (0 天 6)|(T 58)| (9070) 
cLp| 695 | 66T | 29T | 68IT | T69 


A 2 TE 
G5T "0 le8 TT} 60,8 9(o0tHD) SOHO 
09° TGF T 一 一 | 一 一 一 


(T opie Ge)}(S" 98)|1(9 92) (9-99) (T°0) 
Gly | 6c¢ | 661 | 2ST | 68T | SLP 

(8° TD 由 (g 98)| Cr" 6F) | (S°S8)| TD 
6cz | 66 | 24ST | 68T | 925 


9z0°0—|F6' 01 28,2 §(OptD) O° HO 


(%) (op) | %)2/u 
LRH AH eu) *UHN AME | © | 5) | 2 
21 了 U nike +W] : 
1 (HIN) (g:0F:G¢) ， 
= | = D HO*HO:0°H: NO*HO 
«ST OIdH 


HER WUARD HME MAYEN YBZY 5E 党 
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A568 AF oni Z 酸 十 (VDI) ORR 意图 


更 弱 , 但 仍 可 检测 出 来 . 因此 HPLO 作为 多 糖 酸 水 解 的 分 离 分 析 
手段 ，EI-MS 和 CI-MS 作为 单 糖 或 寡 糖 片段 的 鉴定 方法 , 得 到 各 ， 
种 碍 糖 可 能 的 结构 信息 , 然后 以 重 琶 拼接 的 方法 , 推断 多 糖 的 可 能 
的 结构 序列 〈 一 级 结构 ). (ARE CBA ARRAS 
分 析 方 法 参见 糖 的 质谱 分 析 . ) 

【讨论 】 

多 糖 结构 的 复杂 性 是 由 于 糖 的 多 元 羟基 所 形成 的 糖苷 键 的 多 
样 性 14’, 1>6', 138’, 152’, 131, UR or- 或 B- 构 型 等 连接 
FX), FRAN GBA, MAAR SAA A 
留 时 间 te, 并 且 质谱 碎 裂 过 程 也 有 些 差异 ， 结 合 TANMR 光谱 或 
特异 性 的 糖苷 酶 的 应 用 , 确定 苷 键 的 构 型 (o- 或 B- 构 型 ). 

【文献 】 

陆 德 培 ` 黄 克 武 、 李 荣 春 , 生物 化 学 与 生物 物理 学 报 ,14: 501 (1982). 
黄 克 武 、 李 荣 春 、 陆 德 培 , 同上 14: 507 (1982). 
” 陆 德 培 等 , 仪器 仪表 学 报 。5: 221(1984). 
G. B. Well, et al., Anal. Biochem., 97: 184 (1979). 
G. R. Waller and O. C. Dermer Biochemical applications of mass spectrometry 


(1st Supplementery volume) Chapter 12; .T. Radford and D. O. Dejongh John 
Wiley and Sens, New York, 1980, p. 225. . 


(He RHR) 
4. :了 百 和 ”OO 核 磁 共 振 光 谱 在 多 糖 上 的 应 用 | 
核磁 共振 (NMBR) 的 原理 ， 有 关 书 中 均 有 详 述 . 它 的 操作 均 有 

专门 人 员 进 行 ， 所 以 不 再 叙述 . 下 面 仅 介绍 NMBR 在 多 糖 研究 中 

的 应 用 . 
1H NMR 主要 解决 多 糖 结构 中 糖苷 键 构 型 问题 .多糖 的 信号 

大 多 数 集中 在 84.0 一 5.5ppm 范围 . 除 Q1 上 质子 的 信号 在 64.8 
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ABS ppm 易 解析 外 ， 其 他 C2~06 上 质子 的 信号 堆 集 在 34.0 一 
4.8ppm 范围 内 ,用 我 国 现 有 的 100 MHz 核磁 共振 仪 是 很 难 解析 
Wy, 当然 多 糖 上 其 他 功能 团 用 ` 互 NMR 是 能 够 解析 的 . 多 糖 中 
不 同 糖 昔 键 的 比例 可 以 根据 Q1 上 质子 峰 的 面积 之 比 求 得 ， 也 就 是 


说 可 以 测定 多 糖 中 各 种 残 基 的 比例 . - 般 说 < 型 吡 喃 糖 其 GL 上 


质子 的 8 值 超过 5.0ppm,， 而 B 型 则 小 于 5.0ppm. 多 糖 的 
1 百 NMR 的 参考 标准 常 是 四 甲 基 硅烷 CTMS)， 测定 的 深 剂 多 是 重 
(D0). {AKA 4A HDO(~5.0 ppm) 及 HO (~4.0 ppm) 
的 讯号 ; 而 HDO 的 讯号 恰巧 在 糖 音 键 的 讯号 附近 ， 干扰 较 大 . 为 
了 消除 干扰 ,可 在 重水 中 加 一 滴 三 氛 栈 酸 , 使 HDO 信号 发 生 顺 磁 
RE. 目前 国外 已 有 400, 500MHz fy *H NMR 仪 ， 可 能 对 多 糖 
结构 的 解析 更 有 用 处 :HE NMR 最 好 在 90 左右 测定 , 这 样 峰 形 
BEA, 易于 解析 . 

80 NMR 在 多 糖 结构 分 析 上 的 应 用 可 谓 是 个 重大 发 展 . 特别 
是 带 有 微型 计算 机 的 脉冲 傅 利 叶 转换 方法 (GE.T) 在 2O NMR 上 的 
应 用 ,使 得 天 然 丰 度 很 低 的 ”C 多 糖 能 得 到 清晰 的 光谱 . “ONMR 
的 化 学 位 移 范围 较 : 所 NMR 为 广 ;其 化 学 位 移 可 达 200 ppm, 所 以 
共振 讯号 分 得 开 ， 不 但 能 确定 各 种 碳 的 位 置 , 而 且 还 能 区 别 分 子 
的 构 型 和 构象 ， 测定 多 糖 的 溶剂 最 好 是 气 代 化 溶剂 ， 常 用 的 是 重 
水 (Dis0)， 也 有 人 用 和 气 代 二 甲 亚 砚 (Mes8O-de) . 其 参考 标准 多 数 
用 TMS， 多 糖 样品 的 浓度 一 般配 制 成 50~100mg/mL, 样品 管 的 
外 径 为 10~12mm,， 如 果 该 多 糖 的 溶解 度 较 小 ， 则 采用 外 径 为 
18mm 样品 管 ， 也 可 用 外 径 为 1min、25/ 纪 体积 的 微量 管 ， SUE 
溶液 的 p 互 对 测定 光谱 有 影响 , 一 般 采 用 较 高 的 PH, RET ARE 
Raw. + 1H NMR 不 同 ,32O NMR 的 峰 面 积 一 般 不 反映 碳 的 数 
目 ,而 峰 的 相对 高 度 正比 于 碳 的 数目 , 所 以 可 以 用 峰 的 相对 高 度 定 
量 测 定 多 糖 中 不 同 残 基 的 比例 .最 常用 的 是 根据 不 同位 置 的 卉 头 
BE (OL) 的 峰 的 相对 高 度 , 计算 不 同 残 基 的 相对 比例 .多 糖 的 声 品 
比 不 大 , 故 大 致 有 累 加 数 万 次 才能 得 到 清楚 光谱 ， 即 使 如 此 , 如 有 
取代 基 或 不 别 残 基 含 量 少 于 5% ， 还 是 不 能 出 现 共振 讯号 温度 
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对 光谱 测定 很 有 影响 ; 提高 温度 有 利于 多 糖 光谱 的 清晰 度 ( 一 般 测 
定 温 度 90~95°C). AIH, 温度 升 高 ,各 种 碳 的 化 学 位 移 向 低 
磁场 移动 . 人 人 

对 于 右 旋 葡 聚 糖 (dextrans) ， 其 共振 范围 大 致 可 划分 三 个 区 
ik, 90~95 ppm 为 异 头 碳 Ol 的 共振 ; TO~75 ppm 为 02. C3, 04 


”和 (45 共振 ; 60 一 70ppm 为 C6 共振 如果 CL 发 生 O-HUN, WH 


共振 向 低 磁 场 位 移 ， 大 致 在 97 一 102ppm. 同样 ，O- 取 代 发 生 在 
70~75 ppm yi Ay O2, O8, C4 BK OS 上 ， 则 共振 位 移 到 7Y6 一 85 
ppm; 对 于 06, 如 共振 在 62ppm，O- 取 代 后 则 位 移 到 68ppm, 上 
述 规律 最 经 得 起 检验 的 是 97~102ppm 和 76~85ppm. 经 验 指 
HH ,a@(1—>2), (1-8), (1-4) 的 取代 碳 的 特征 共振 90°C 时 大 致 证 
分 别 为 78、80 和 82 ppm, 
” 对 于 和 葡 聚 糖 类 (glucans) 可 以 用 表 34 记 载 数 值 解 析 化 学 结构 ， 
一 般 说 “型 连接 的 O1 化 学 位移 为 97~101ppm, B 型 的 为 
103~105 ppm, 对 于 吡 喃 型 及 呐 喃 型 多 糖 还 可 参考 表 86, 
表 34 PRET LER LSB (TMS, ppm) 


异 头 碳 构 型 化 学 位 移 


”4 为 葡 糖 背 残 基 异 头 碳 构 型 ，5 为 连接 碳 的 残 基 异 头 碳 构 型 。 
“ 152 。 


#35 Cellulose 的 CNMR (TMS) 


* SRAM D RBH IR. 
R36 KT TL FAB ER (ppm) 


C—5 | C 一 6 | OCHs 


B8-D- 陵 喃 核糖 102.9 | 76.8 
8-D- 吡 喃 核糖 95.6 | 70.3 64.6 
a—D—FA 3-1 its 45 104.0 | 77.7 70.7 | 64.2] 57 
a-D- 甲 基 - 吡 喃 葡 糖 100.7 | 73.0 72.7 | 62.3 | 56.4 


用 化 学 位 移 解决 甘露 聚 糖 的 w 或 B 构 型 是 困难 的 .但 可 用 到 
分 常数 决定 ,一般 Joy =170 Hz 为 wx 型 ,160Hz HBR. 

ARB PEW PO NMR 光谱 的 解析 完全 可 参照 同 多 糖 的 方式 来 
解析 . 表 37 为 c-D- 葡 萄 吡 喃 糖 (A) o-L- FREI BEB), o-D- 
半 乳 吡 喃 糖 (0)，B-D- 半 乳 呐 喃 糖 (D)，B-D- 葡 萄 吡 喃 糖 酸 ( 卫 ) , 
xD 半 和 乳 吡 喃 糖 CP) 和 B-D- 葡 萄 吡 喃 糖 〈G) 等 七 个 不 同 单 糖 

， 残 基 的 重复 单位 组 成 的 杂 多 糖 人 -41 的 化 学 位 移 值 ， 其 重复 结构 
如 图 60 所 示 . 测定 光谱 的 仪器 为 62.84MHz， 于 70?C 重水 中 测 
定 . 从 表 37 中 可 知 187.75ppm 为 葡萄 糖 酸 ( 卫 ) 的 C—O 的 共振 
讯号 ， 芭 .65ppm 为 鼠 李 糖 (B) 上 CH, 的 共振 讯号 ,在 异 头 碳 
99~110 ppm 共振 范围 清楚 呈现 7 个 共振 信号 ,立刻 就 可 肯定 有 7 
个 残 基 组 成 . 如 果 采 用 “ 抗 门 控 实 验 ”(antigated experiment) 技 
AS, 还 可 从 它们 的 相对 强度 计算 出 定量 比 . 另外 从 门 控 去 偶 技 术 
得 到 蜡 头 碳 与 异 头 质 子 间 的 裂 分 常数 苛 oa， 测 得 5 个 约 为 4170 
Hz, 24744 160Hz, 从 而 可 知 重复 结构 中 5 个 为 wx 构 型 ，2 个 
为 及 构 型 ， 但 实际 上 杂 c-a 值 只 适合 于 吡 喃 糖 ， 呐 喃 型 是 不 可 靠 
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表 37 K-41 438% CNMR(TSP) 


(CMB (ppm) 碳 位 置 
187.75 C—6E 
109.00 C—1D 
105.50 C—1G 
104.80 O—1E 
104.45 C—1B 
101.55 CAC 
101.05 C—1F 

99 .50 se 
87.90 CORERD 
= C—3D 
85.15 C—4D 
79.90 
79.55 
78.85 C—3G;C0—5G 
Pe 
76.00 
a C—2G 
75.75 

74.60, 74.35, 74.15 

75.80, 73.45, 72.95 

72.70, 72.40, 72.20 
71.95 C—6F 

70.85, 70.20 

68.75 C—6A 
65.95 C—6D 
63.75 C—6C, C—6G 
19.70 C—6B 


2 oS fe 数 6A) 


1J 9-1p,H-1p172.5 

1S 9-1¢,n-1¢160.15 
1Jo-1n,n-12160.0 

1S 9-H melee 

1J o~-10,n-10169 .5 
1Jo-ir,n-1rl71.0 
1Jo-14,n-1a170.0 

1J o-2p,H-2D 

1J ci 148 


1J o-3p,H-3D 


C—3B 
C—aC 


C—4E 


% WISP 作 内 标 于 Dao 中 。 


的 . 据 文献 报道 , [一 阿拉 伯 呐 喃 糖 与 D- 半 乳 呐 喃 糖 之 值 约 为 172 
Hz(8) 175 Ha(a). IAA HY HAI 19C ppm Kb AY AF FL KM HE 


*Jo-n (8 172.5 Hz, HUE BB. 


ALP FEW Hy 4S oe PALA 2 SB 7A. 


Br bl K-41 多 糖 重复 单 


多 糖 中 其 他 取代 基 的 大 致 化 学 位 移 如 下 ;， 0 一 CHs 55~60 
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60 AS K-41 的 重复 结构 单位 
ppm; O—OCOOH; 19~20 ppm (CH;) 和 165~170 ppm (C—O); 
N—OOOCH; 22~24 ppm (CHs) 和 175~177 ppm (C—O); O— 
COH,0CH,CH— 26~30 ppm (CHs) 和 128~135 ppm (C—O—C); - 
O—O,H;,CH—99~102 ppm (O—O—O)..- 
【文献 】 


Gorin, P. A. J., Adv. Carbohydr. Chem. Biochem., 38:13 (1981). 
方 积 年 :国外 药学 (抗生素 分 册 )，3(2) 2 107 (1982). 


( 方 积 年 ) 

(三 ) 用 于 糖 类 结构 分 析 的 化 学 方法 

工 ， 多 糖 的 部 分 水 解 

对 多 糖 进行 部 分 水 解 或 选择 性 水 解 ， 都 可 以 把 天 分 子 裂 解 成 
较 小 片段 . 部 分 水 解 产物 的 基本 结构 常 有 代表 性 ,， 分子量 较 原样 
品 小 , 有 利于 进行 各 种 分 析 . 

经 部 分 水 解 的 多 糖 , 可 用 于 分 级 ; 对 所 生成 的 寡 糖 鉴定 , 可 以 
提供 异 头 物 构 型 与 顺序 的 信息 . 例如 水 解 产 物 中 有 龙 胆 二 糖 、 龙 胆 
三 糖 ; 则 表明 其 中 有 B(1->6) 糖苷 键 ， 如 水 解 产 物 中 有 昆布 二 糖 、 
纤维 二 糖 等 , 则 表明 其 中 有 B(1->3) BEF ERR B 4) BEEP. 

控制 酸 的 浓度 .温度 .时 间 等 可 以 达到 不 同 程度 的 部 分 水 解 的 
目的 。 一 般 说 来 , 呐 喃 型 糖 残 基 较 吡 喃 糖 残 基 易 水 解 , 故 在 杂 多 糖 
BCE BRE HH , 叶 哺 型 已 糖 或 成 糖 在 轻微 水 解 中 先 脱落 下 来 .另外 ;多 
糖 中 的 (1->6) 糖苷 键 对 酸 水 解 也 相对 稳定 一 些 , 
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利用 专 一 性 的 酶 解 , 也 可 得 部 分 水 解 产 物 . 

(i) 香菇 葡 聚 糖 的 部 分 水 解 

香菇 多 糖 Lentinan 是 用 热 水 自 香 菇 中 提 得 的 葡 聚 糖 ， 分 子 
量 100 万 , 难 溶 于 水 。 可 利用 甲酸 助 溶 , 并 进行 部 分 水 解 , 然后 分 
级 . 

【试剂 】 

85% 甲酸 ,95% 乙醇 

[操作 】 

部 分 水 解 ， 取 工 克 样 品 碾 成 细 粉 未 ,用 85% 甲酸 水 解 20 分 
钟 , 温度 控制 在 85"0， 反 应 物 透 析 至 无 酸性 后 , 加 三 倍 乙 醇 沉 淀 
沉淀 物 经 红外 光谱 分 析 ， 在 1720 em- 有 吸收 ， 表 明 有 甲 酰基 存 
HE. 

水 解 去 掉 甲 酰基 ; 将 上 面 含有 甲 栈 基 的 产 胸 分 散在 水 中 在 水 
浴 上 加 热 3 小 时 , 以 去 掉 甲 酰基 . 

分 级 提取 小 香菇 多 糖 ; 已 降解 的 样品 ,用 水 50mL 提取 ;过滤 ， 
滤液 加 入 酒精 150mL, 离心 ， 得 较 均 一 的 小 香菇 多 糖 89mg 
(8.9 多 )， 其 平均 分 子 量 用 Somogyi-Nelson 方法 测定 为 16 200, 
分 子 量 也 可 用 葡 聚 糖 凝 胶 Sephadex G-20 柱 离 析 测 定 . = - 

利用 此 分 子 量 较 小 的 小 香菇 多 糖 作 为 代表 ， 进 行 各 种 化 学 分 
析 , BH B38) WR. 

【文献 】 


Jones, J. K. N., J. Chem. Soc. 32923(1950) . 
Sasaki, T., et al., Carbohyd. Res. 47: 99~104 (1976). 


(ii) 半 乳 甘露 ( 杂 多 糖 ) 聚 糖 的 逐步 水 解 

半 乳 甘露 聚 糖 (来 自 rodlike ascocarps of cordyceps cicadae) 
中 的 半 有 乳糖. 甘露 糖 摩尔 比 为 4:3,， 可 利用 多 糖 链 末 端的 叶 喃 型 残 
基 较 易 水 解脱 落 , 例如 用 酸 逐 步 水 解 ， 首先 释放 的 是 末端 半 乳 糖 
We IR RIE, 中 心 组 成 部 分 是 甘露 糖 残 基 , 最 后 的 大 级 分 仅 由 甘露 糖 
残 基 组 成 . 

【试剂 】 
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硫酸 , BURL, 阳离子 交换 树脂 H+, 纸 层 析 有 关 试剂 


【操作 ]】 
多 糖 样 品 20meg 与 5mmol/ 工 硫酸 5mL HE Hn HH, 100°C 5 


小 时 ， 然 后 对 无 离子 水 透析 ， 外 部 溶液 用 碳酸 饥 中 和 ， 过滤 ， 滤 液 


经 Amberlite IR-120H+ (或 国产 碳酸 型 强酸 性 阳离子 交换 树脂 ) 


BEB ER, WHE, FAR LE KS PRT, Bate ETE AT. 
TARA ER LPR, RAI 50 mmol/L 硫酸 封 
管 加 热 100°C 4 小 时 , 溶液 透析 , 透析 的 外 部 溶液 同上 处 理 , 非 透析 


部 分 再 用 250mmol/ 工 硫酸 封 管 加 热 100 5 小 时 后 ， 用 碳酸 饥 


中 和 ,过 滤 , 滤液 同上 处 理 , 作 纸 色谱 分 析 ， BY OT OS 61. 


半 乳 甘露 聚 糖 
| 5 mmol/L: HSO, fiz 100*G5 小 时 ,透析 


BHI BRAKE DER 
eh wy | 50 mmol/L HSO, 加 热 100°C 4 小 时 ,透析 
1:2 
ae eh 1 | 250mmol7LH2SO; 加 热 100°C 5 小 时 
“hd ie 
61 半 乳 甘露 聚 糖 逐 步 水 解 流程 
了 文献 】 


Ukai, S. et al., Carbohyd Res. 100: 109~116 (1982). 
(ii) 人 参 果 胶 的 部 分 水 解 
从 人 参 根 部 提取 的 人 人 参 多 糖 经 脱 淀粉 后 的 人 人 参 果 胶 样 品 ， 为 
含 半 乳糖 醛 酸 较 多 的 杂 多 糖 ,其 组 成 分 除 半 乳糖 醛 酸 外 , 尚 含 有 半 
乳 糖 、 阿 拉 伯 糖 、 鼠 李 糖 等 ， 利 用 糖 醛 酸 间 苷 键 对 酸 特殊 稳定 性 及 
陵 喃 糖 不 稳定 性 等 , 采取 部 分 水 解 , 获 聚 糖 醛 酸 片 段 或 其 他 片段 ， 
【试剂 】 
硫酸 ,95% 乙醇 ,甲醇 , 纸 层 术 所 用 试剂 . 
【操作 】 
取 人 参 果 胶 0.1g 加 0.9% 的 稀 硫 酸 8~10 mL, “ae 100°C 
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水 解 55 分 钟 , 冷却 中 和 后 ， 加 两 倍 体积 95% BY CPR TT, RT 
的 沉淀 物 完 全 酸 水 解 或 甲醇 解 ,用 纸 色谱 或 气相 色谱 分 析 , 沉淀 物 
PLR BA 8L.7 色 ， 半 乳糖 18%， 而 阿拉 伯 糖 、 鼠 李 糖 几 
FEB FRM FET CB ERE RE CRE HS Re 
纸 色谱 或 气相 色谱 检测 ) 

同上 配方 封 管 100"C 水 解 3 小 时 ,冷却 中 和 后 , 加 两 倍 体积 甲 
ULE, 分 析 沉 淀 物 ， 聚 半 乳 糖 醛 酸 含量 可 达 99%, 是 人 人 参 果 胶 中 
的 聚 半 乳 糖 醋酸 片 段 ， + 

[文献 】 

张 翼 伸 等 ,人参 多 糖 的 研究 (IT)， 东 北 师 大 学 报 自然 村 学 版 . 2 97 一 104(1982) 

| KH 

2. O- 98 HE 1 Hh a KG (B- E RB) 

温和 条 件 下 的 稀 碱 水 解 ， 可 以 把 与 肽 链 上 丝氨酸 或 苏 氨 酸 的 
羟基 相 联 的 单 糖 或 糖 链 水 解 下 来 .与 天 冬 酰 胺 相 联 的 N- 型 联 键 
糖 链 ， 个 能 被 稀 碱 水 解 下 来 ， 所 以 ，B- 消 除 反应 在 糖 蛋 自 的 结构 
分 析 中 , 常 被 用 来 区 别 糖 链 和 肽 链 的 连接 性 质 : 

碱 水 解 后 ， 一 般 用 分 子 筛 凝 胶 过 滤 法 ， 分 离 水 解 下 来 的 寡 糖 
链 . 若 在 水 解 反 应 时 加 入 四 氢 硼 钠 (NaB 互 ,水 解 下 来 的 糖 链 的 还 
原 末端 糖 基 立即 被 还 原 为 糖 醇 ,很 容易 被 识别 出 来 . 

肽 链 上 与 糖 链 相 连 的 丝氨酸 和 苏 氨 酸 , 在 四 氢 硼 钠 存 在 下 ,水 
解 后 分 别 转变 为 丙 氮 酸 和 SET RR. 但 是 ,因为 个 和 糖 链 相 联 
的 羟基 氨基 酸 也 有 非特 异性 地 转变 为 丙 氨 酸 入 氨 基于 酸 的 可 
能 性 ,因此 , 为 了 找到 糖 基 联接 的 位 置 , 用 亚硫酸钠 代 蔡 四 氢 确 钠 ， 
水 解 后 ， 只 有 原来 和 糖 基 相 联 的 丝氨酸 或 苏 氨 酸 定量 地 转变 为 磺 
基 丙 氨 酸 和 o- 氨 基 -B- 磺 基 丁 酸 . 

下 面 以 酵母 甘露 聚 糖 的 6- 消 除 反应 为 例 , 说 明 操 作 过 程 . 

【试剂 】 

酵母 胞 壁 甘露 聚 糖 ( 提 取 方 法 见 各 论 第 217 页 )，Dowex 50 
GE BUH. 

【操作 】 
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酵母 胞 壁 甘露 聚 糖 200 Bye F 100 a J+ 0.1 mol/L. NaOH 
rh, et 2s Ya (25°O) 18 小 时 . 

加 入 Dowex 50(H*) (或 2mol/ 乙酸 ) 中 和 稀 碱 溶液 以 终止 
反应 ， 用 pH itm pH 试纸 监测 至 了 也 =7。 过 滤 除 去 Dowex 50 
颗粒 (或 减 压 蒸 馅 除去 过 量 的 乙酸 ). 

te Fh, 所 得 固形 物 溶 子 生 毫 升水 中 . 

用 生物 胶 分 子 筛 过 滤 (BioGel Pai <400 mesh, 2x 200em), 
ATED, PERLITE ag Gane 
酸 酚 法 监测 含 糖 峰 的 出 现 ， 。 ;。 a | 
得 到 洗 脱 图 谱 如 图 62. 分 部 pet | 
收集 大 分 子 部 分 和 4 SER A 
yy, A, BO, +H Alt << 
# Man, Mana, Mans, °°" i 
Man, 各 组 分 . 

(iti) 

(1) B- 消 除 反 应 所 用 
的 磊 液 浓度 、 反 应 温度 和 时 
闻 ， 可 以 因 样品 的 不 同 而 有 
较 大 幅度 的 变动 .NaO 瑞 浓 
度 从 0.05 一 0.5molL, 温 ， 和 80 100 320 140 
BEM O~45°C, 反应 时 间 从 流出 液 (毫升 
15~26 小 时 不 等 ， 对 一 种 图 65 ”酵母 胞 壁 甘露 聚 糖 经 黎 碱 
新 的 糖 蛋白 样品 ， 宜 试 验 不 水 解 后 BioGel Ps ESS FILS 
同 条 件 ,以 求 在 0- 型 联 键 水 后 的 洗 脱 图 庄 
解 完全 的 前 提 下 ， 选择 尽 可 能 低 的 碱 浓 度 和 温度 ， 尽 可 能 少 的 时 
iA, 以 避免 其 他 的 副 反应 . 

2) 如 果 样 品 为 糖 肽 片段 ， 则 应 注意 ， 与 处 于 氨基 末端 或 羧基 
未 端的 羟基 氨基 酸 相 联 的 糖 链 ， 不 能 被 稀 碱 水 解 下 来 . 即 B8- 消 除 
反应 只 能 水 解 下 与 氨基 、 次 基 都 被 取代 的 羟基 氨基 酸 相 联 的 糖 
ee. 


4 $i FE (A490) 
eS 222 
> [o>] On 


= 
tw 
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a Se 


(3) IRR in, FYE 7k RT Si eB 
BY GY (NaBeH,) , 28 fe Be FR BC aT ie 1 WW ZS EEE AD BS BY SE BS 
置 ， 
【文献 】 
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ChE) 
3. N—#h 4 EP A 
BEA ERS) LF A, 因为 大 
部 分 糖 蛋白 在 一 个 分 子 中 含 儿 个 糖 链 . 在 结构 分 析 之 前 必须 将 这 
些 糖 链 分 级 分 离 , 即使 只 含 单 个 糖 链 的 糖 蛋 白 , 糖 链 的 分 级 分 离 仍 


是 必要 的 , 因为 通常 会 发 现 糖 链 的 细微 不 均一 性 . 


释放 与 天 冬 酰胺 连接 的 糖 链 的 方法 有 酶 解 和 化 学 的 方法 . 由 
于 内 切 糖苷 酶 的 底 物 专 一 性 ， 阻 碍 了 糖苷 酶 用 于 与 天 冬 酰 胺 连接 
的 复合 型 糖 链 的 研究 BRIAN ATE PR il. Matsushima 和 
Fujii 最 先 使 用 肝 解 ;以 后 由 Bayard 和 Montreuil RR, 当 具 有 
KA NEE Bey EY PK AEA SICK RI, RE 
下 列 反应 : 


GH;OH OH,OH bhi. 3 
~S HUN a +NH,NH-O- 
I QD. = B | 
| HA Do 加 
| : @® a ; A 
OH, ,OH ae | + 
=o, N-NH, =— _NH-NH, +NH,} 

| NH; wr 
进一步 异 构 化 和 降解 RRAHRE 


层 应 (四 和 (他 进行 得 很 快 , 反应 (3) 则 比较 慢 , 然而 , 一 且 反 应 (3) 
的 产物 形成 , 即 进行 各 种 异 构 化 和 降解 反应 ， 玉 obata 根据 反应 的 
性 质 ,对 腓 解 条 件 作 了 修改 ,用 X- 乙 酰 化 代替 脱 氮 作 用 ,并 调整 了 
肤 解 时 间 , 将 与 天 冬 酰 胺 连接 的 糖 链 完 整地 释放 . 乙酰 化 后 ,释放 
的 宴 糖 链 的 还 原 端 就 没有 被 降解 的 危 辽 丁 ， 可 以 进行 各 种 方法 的 

纯化 .不同 的 腓 解 时 间 , 从 各 种 糖 蛋 白 释放 的 寡 糖 量 不 同 . FH . 
介绍 Kobata: fy ETT IK. 

【试剂 】 

无 水 腓 ， 将 80% 的 水 合 腊 (50g) i — HAA (500¢) 和 OaO 
(00g RA, 在 圆 底 烧 瓶 中 于 室温 放置 过 夜 ， 混合 物 在 装 有 和 氯 化 
钙 干 燥 管 的 回流 冷却 器 中 回流 3 小 时 ,然后 在 脱水 条 件 下 闲人 馏 ， 收 
集 在 98~94°C HW, FASB ABE, PB 
FE7K EAS th, 装 在 有 Teflon 封闭 的 螺旋 盖 的 密封 小 管 中 , 在 干燥 、 
低温 (46)5 暗 处 储藏 . 

硼 氢化 钠 (NaBsaH)， 溶解 于 新 鲜 蒸馏 的 二 甲 基 甲 酰胺 (60 
mmol/ 工 ， 比 放射 性 200~400 mOi/mmol) , 置 于 有 螺旋 盖 的 密 圭 
IME, 存放 于 —10°C (在 此 条 件 存放 , NaBsHs 溶液 至 少 可 保持 稳 
gfe) 使 用 时 将 含有 适量 NaBH, 的 溶液 溶解 于 0.05mol/ 了 上 
NaOH 中 . 

考 芽 三 糖 或 -乙酰 神经 氨 乳 糖 

【操作 】 

BRM. & O.2~1 mg 与 天 冬 酰 胺 连接 的 糖 链 的 糖 肽 或 糖 蛋 
Ey, 悬浮 在 0.5~.1 mL 新 鲜 蒸 馅 的 无 水 有 中 ， 在 密封 管 中 100"C 
加 热 8 一 12 小 时 , 通常 加 热 工 小 时 后 , AE is Be A 反应 混合 物 
在 室温 减 压 蒸 干 ,用 浓 硫 酸 吸 收 蒸 发 的 脐 ， 残留 物 中 加 入 二 甲苯 再 
FEF, HI BU, ER, 然后 溶解 于 饱和 NaHOOs 溶 液 ,加 
入 乙酸 本 ,将 样品 中 的 全 部 氨基 乙酰 化 ,反应 液 通 过 Dowex 50 w 
(Ht 型 ) 柱 ， 并 用 5 倍 柱 体积 的 蒸 饮水 洗 脱 ， 将 流出 液 和 洗 脱 液 合 
并 , MEK, 在 残留 物 中 加 入 适量 麦芽 三 糖 或 N-LRHAAA 
糖 , 作为 内 标准 , WTAE. RABAT 
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ta eK, 在 Whatman 3 号 滤纸 上 进行 层 析 , RES 
降解 产物 . 用 正 丁 醇 - 乙 醇 - 水 (4: 革 :二 ) 为 展 层 剂 关 下 行 展 层 2 天 ， 
取出 ,在 通风 橱 中 凉 干将 从 原点 至 5cm 部 分 ( 守 糖 留 于 此 部 分 ) 
BIT, AK VER, VER mm RRB, HE NaB2sHs 还 原 . 

HA hh (NaB*H,) 还 原 : 将 新 鲜 稀 释 的 、 含 有 3Amol(lmngi - 
NaBsH, fj 0.05 mol/L NaOH tS BIRR BP, KY 30°C 保 
4a, Fit A 70 yL & 7mg NaBH, fy 0.05 mol/L NaOH, 
继续 保温 2 小 时 ,使 还 原 完全 .然后 加 入 荆 mol/ 工 AR, FIERY 
《乙酸 分 次 滴 入 ,至 加 入 工 滴 乙 酸 不 再 产生 很 多 气泡 为 止 ). 中 和 了 
的 溶液 通过 Dowex 50 w(H* 型 ) 柱 (2mL)， 用 5 个 柱 体 积 的 蒸 馅 
水 洗 脱 , 合并 流出 液 和 洗 脱 液 , WERE, 加 入 甲醇 ， 再 减 压 燕 于 ， 
如 此 反复 数 次 , HRS. RAW PMA 1 一 2 BRAK, 
样品 溶解 后 在 Whatman 3 号 滤纸 上 进行 层 析 ， 以 乙酸 乙 酯 - 吡 
耳 - 乙 酸 -水 (5:5:1:3) 为 展 层 剂 ,下行 展 层 2 天. 从 糖 肽 或 糖 蛋 上 自 
释放 的 放射 性 标记 的 守 糖 醇 与 放射 性 标记 的 麦芽 三 糖 醇 或 N- 忆 
酰 神经 氨 乳 糖 醇 ， 在 层 析 中 由 于 迁移 速度 不 同 ,两 者 可 完全 分 开 ， 


”因此 样品 和 内 标准 的 放射 性 量 在 用 克 从 纸 上 洗 脱 后 ,能 准确 测定 ， 


根据 这 些 数值 和 样品 的 分 子 量 可 计算 荆 mol Fi PE PE 
链 量 . 纸 层 析 并 能 有 效 地 除去 NaBH, CERT PAA EBS 
得 快 . 层 析 完毕 后 , 取出 , RT, 在 同位 素 扫 描 器 中 确定 有 放射 性 
的 部 位 , 将 其 剪 下 , 用 水 洗 脱 , 洗 脱 液 减 压 蒸 干 .这样 得 到 的 寡 糖 
部 分 即 可 进行 寡 糖 链 结构 分 析 . 

一 般 腊 解 10 小 时 , 绝 大 部 分 与 天 冬 酰 胺 连接 的 糖 链 可 以 完全 
释放 ， 然 而 不 同 的 样品 释放 讲 糖 的 速度 不 同 , 因此 , SE 
间 须 通过 实验 确定 .样品 必须 非常 于 爆 , 是 十 分 重要 的 . 

【文献 】 
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4 高 碳酸 氧化 

高 克 酸 可 以 选择 性 地 断裂 糖分 子 中 连 二 羟基 或 连 三 羟基 处 ， 
生成 相应 的 多 糖 醛 .甲醛 或 甲酸 . -反应 定量 地 进行 ,每 开裂 一 个 
0 一 0 键 消耗 一 分 子 高 碘 酸 .通过 测定 高 碘 酸 消耗 量 及 甲酸 的 释 
放量 , 可 以 判断 糖 童 键 的 位 置 、 直 链 多 糖 的 聚合 度 、 支 链 多 糖 的 分 
BRAS. 

MRA, Wl1>2 R14 位 键 合 的 糖 基 经 高 碘 酸 氧 
化 ， 平 均 每 个 糖 基 仅 消耗 一 分 子 高 碘 酸 ， 并 且 无 甲酸 释放 . 以 
13 位 键 合 的 糖 基 不 被 高 磺 酸 氧化 . 以 1>6 位 键 合 的 糖 基 或 非 
还原 未 端 基 经 高 碘 酸 氧化 , 消耗 二 分 子 高 碘 酸 , 同时 释放 一 分 子 四 

酸 . 

如 香菇 多 糖 (Lentinan) 经 高 碘 酸 氧化 结果 ， 平 均 每 个 葡萄 粮 
基 消 耗 0.57 mol 的 高 碘 酸 , 同时 产生 0.22 mol 的 甲酸 (相对 高 砚 
RHEE, SRW), 证明 分 子 中 一 定 存在 连 三 羟基 .由 高 碘 酸 
消耗 值 (0.57) ， 亦 可 以 推算 出 133 与 106 键 (或 分 枝 末端 基 ) 之 
Hy 5:2, 当然 还 要 配合 Smith 降解 与 甲 基 化 试验 才 可 做 最 后 结 
论 . 

【试剂 】 

高 碘 酸 钠 溶液 (15~20mmol/IL); 0.01 mol/L 标准 磺 液 , 乙 二 
醇 ,0.01mol/ 工 NeOH; 碘 酸 钠 深 液 (0.015 mol/L). 

【操作 】 

精确 称 取 多 糖 样品 ,加 一 定量 15~20 mmol/L 高 碘 酸 钠 溶液 ， 
置 4~20?C 条 件 下 于 暗 处 放置 ， 间 或 振 扬 ， 于 4, 24，48… 小 时 间 
隔 时 间 取 样 稀释 250 倍 后 ， 使 用 紫外 分 光 光 度 仪 在 223 nm 处 测 
定 光 密度 ， 随 着 高 碘 酸 被 消耗 , 光 密 度 值 逐 渐 下 降 , 直至 达 一 稳定 
值 .将 测 得 样品 溶液 的 光 密 度 值 与 原 高 碘 酸 钠 溶 液 的 吸收 值 相 比 
较 ， 与 等 分 子 的 碘 酸 钠 溶液 相 比 较 ，0.015 mol/L 的 高 碘 酸 钠 及 
碘 酸 钠 溶液 光 密度 值 约 为 0.6 和 0.1。 由 所 测 高 碘 酸 的 浓度 下 降 
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的 数值 , 即 可 推算 出 平均 每 个 糖 基 消 耗 的 高 碘 酸 贡 . 

此 外 ， 也 可 采用 0.1~0.25mol/L 的 高 碘 酸 钠 溶液 对 多 糖 进 
行 氧化 ， 用 0.0L mol/L 标准 碘 液 滴定 高 碘 酸 消耗 量 . 二 般 温 度 
高 。 高 碘 酸 浓度 高 则 反应 时 间 宜 短 ， 将 样品 溶液 加 芯 二 醇 ， 放 置 
10 分 钟 ， 以 中 止 反应 还 原 币 余 的 高 碘 酸 ， 然后 用 0:01 mol/L 2 
氧化 钠 溶液 滴定 甲酸 的 释放 量 . 

【讨论 】 

高 碘 酸 氧化 反应 必须 在 控制 的 条 件 下 进行 ， 否 则 容易 发 生 超 
氧化 反应 (over-oxidation) , 结果 消耗 过 量 的 高 碘 酸 , 同时 无 规律 
地 产生 多 量 的 甲酸 . 一 般 使 多 糖 与 最 小 量 的 高 碘 酸 钠 反 应 ， 溶液 
的 pH 值 控制 在 8~5, -而 且 一 定 要 在 低温 、 避 光 处 放置 , 同时 需 做 
空白 试验 . 

【文献 】 
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5. Smith 降解 

Smith 降解 是 将 高 碘 酸 氧化 产物 还 原 后 进行 酸 水 解 或 部 分 酸 
Kit. 由 于 糖 基 之 间 以 不 同 的 位 置 缩合 , 用 高 碘 酸 氧化 后 则 生成 
不 同 的 产物 .将 氧化 产物 用 确 氢 化 合 物 ( 男 硼 氧化 钾 或 硼 氢 化 钠 ) 
还 原 成 稳定 的 多 羟基 化 合 物 ， 经 酸 水 解 后 用 纸 层 析 或 气相 层 析 鉴 
定 水 解 产物 , 由 降解 的 产物 可 以 推断 糖 昔 键 的 位 置 . 

以 葡 桶 糖 为 例 反应 式 如 下 ; i 


以 1 一 2 位 键 合 
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 OH,0H 
cH,OH 2 
LO. KBHs 
O- : O OH bg 
HO 
HO oe 
. HH 
=a Z 葡萄 精 
以 4->4 位 键 合 
0H,OH OH,OH OH,OH : 
: GH,OH “" 0H.0H 
; 10; KBH, H + | 
/ 一 —-e-(OHOH)s + | 
\- Om "0 oo do 和 * Our 0H,0H OH,0H 
y . 3 
豆 OHOH; 0H,OH 
TR BEER a 
以 1-*6 位 键 合 
OH,0H CH,OH $ -OH,0:*° - 
0 OH,0H 
2104 KBH g* We i 0H,0H 
; OHO aa 
OH + : : 
‘HOOOH (#1) 3 Yh oth 
非 还 原 未 端 基 的 降解 产物 亦 为 甘油 . 


由 于 在 实验 中 需 加 入 乙 二 醇 以 破坏 剩余 的 高 碘 酸 ， 终 产 物 中 
检测 乙 二 醉 就 没有 意义 了 . 一 般 以 甘油 、 赤 玖 醇和 葡萄 糖 (或 其 他 
HE) 向 为 这 玫 种 糖 蔡 键 的 特征 终 产 物 ， 虽 然 以 1->2 fz, 16 位 
结合 的 糖 基 或 分 枝 末 端 基 经 Smith 降解 都 有 甘油 产生 , 但 以 二 >” 
位 鳍 合 的 糖 基 经 高 碘 酸 氧化 不 产生 甲酸 ,可 佳 以 区 别 ， 

亦 可 以 对 高 磺 酸 氧化 的 产物 还 原 后 进行 级 和 的 部 分 酸 水 解 ， 
仅仅 断裂 乙 缩 醛 键 ， 获 得 未 被 高 碘 酸 氧化 破坏 的 Ze Wit Be SEG Ar 
Bi. | 

例如 , $33 Be OMA Smith 降解 后 ， 降解 产物 被 完全 水 解 ， 
用 气相 色谱 分 析 , 检 识 出 甘油 、 赤 人 花 醇 和 葡萄 精 . 由 此 证 明 分 子 中 
FETE 13, 14 及 1->6 糖苷 键 或 分 枝 末 端 基 . 多 聚 糖 醇 经 部 分 
TK HAAS LT BEE DR EE A AAU A sR A 
化 ， 仅 消耗 微量 的 高 碘 酸 ， 由 此 证 明 分 子 的 主干 为 18 葡 聚 糖 ， 
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1>6 及 二 >4 糖 苷 键 位 于 分 枝 或 分 子 末端 . 

【试剂 】 

15mmol/ 工 高 碘 酸 ,甲醇 , 乙 二 醇 , 0.1mol/ 工 fam, 2mol/L 
硫酸 , 碳酸 银 , F07k FA RX-HC1 (1 mol/L), 

【操作 】 

称 取 多 糖 溶 于 高 碘 酸 钠 水 溶液 ,多 糖 浓 度 一 般 为 0.1~0.5%, 
置 避 光 处 氧化 至 高 碘 酸 的 消耗 量 达 一 稳定 值 , 加 乙 二 醇 并 搅拌 30 
分 钟 以 还 原 剩 余 的 高 碘 酸 . 对 流水 透析 48 小 时 , 蒸 饮 水 透析 过 夜 ， 
于 40 CC 以 下 减 压 浓缩 至 小 体积 ,加 入 确 氢 化 钾 以 还 原 多 糖 醛 , 于 室 
Ya. 暗 处 搅拌 18~ 24 小 时 ， A O.1 mol/L ZBI pH 25.5, 以 
分 解 剩余 的 硼 所 化物 , 对 流水 透析 48 小时, 燕 饮水 透析 过 夜 , 冻 干 
RZ ba BF. ‘ ) 

RA PHBE 10 meg, 加 2mol/ 工 硫酸 ， 封 管 水 解 18 小 时 ， 用 碳酸 
MATA, WE, BAAD EKA, SHERMER, DER 
+: . 
UH, SHAY A, JA 1 mol/L HOL- 无 水 甲醇 , 100°C 圭 
管 水 解 10 小 时 ,用 碳酸 银 粉 未 中 和 ，, Le, BIA Pew, AIF 


”滤液 与 洗 液 , WERT. 


上 述 多 糖 醇 的 酸 水 解 或 甲醇 解 产 物 ， 分 别 以 三 甲 基 硅 烷 衡 生 
物 进行 气相 层 析 ,3"Q/min, 由 120~190°C 程序 升温 ,以 标准 品 对 
照 检 识 降解 产物 . 也 可 以 通过 纸 色 j i 


【文献 】 4 1 


李 润 秋 、 张 翼 伸 等 , 药学 学 报 . 18(16): 4830~433 (1983). 
Sasaki, T. et al., Carbohydr. Res. 47: 99 (1976). 


(FH KE 


6. 甲 基 化 反应 (Hakomori 4 F4y—PRiz) 、 

Haworth 的 硫酸 二 甲 酯 甲 基 化 方法 已 使 用 多 年 ， 但 它 对 于 分 
子 较 大 的 窒 糖 或 多 糖 需要 反复 多 次 地 反应 ， 往 往 还 不 能 完全 甲 基 
化 . Hakomori 创造 的 二 甲 基 亚 磺 酰 阴离子 法 能 非常 有 效 地 将 糖 
羟基 转化 为 醇 钠 ， 再 进一步 用 碘 甲 烷 反 应 就 可 生成 甲 栈 . 反应 方 
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程式 如 下 ;: 
20H,—SO—CH, + 2NaH ——> 20H,—SO—CH,Na-+2H," 
ROH-++0H,;—SO—OH.Na > R—ONa-+-OH,—SO—OH, 


R—ONa-+OH,I —> R—O—GH,+Nal 
此 法 快速 、 可 靠 , WHS + A, 一 般 只 需要 反应 

一 次 即 可 达到 完全 甲 基 化 .反应 在 常温 下 进行 并 且 以 二 甲 亚 硕 为 
介质 , 这 是 一 种 强 极 性 溶剂 ,能 溶解 大 多 数 的 多 糖 、 糖 蛋白 和 糖 脂 ， 
因此 适用 范围 很 广 , 各 种 不 同 领域 的 工作 者 都 乐于 采用 . 得 到 的 
AeA MAES BA DRI DR ACN (OA. 位 ) 上 的 甲 基 在 一 般 水 解 条 件 下 易 
于 脱 掉 外 ,其 他 位 上 的 甲 基 都 很 稳定 而 不 被 水 解 . 因此 将 甲 基 化 
多 糖水 解 后 接着 将 新 生成 的 羟基 乙酰 化 ， 用 气相 色谱 法 分 析 生 成 
的 各 种 单 糖 的 甲 基 衡 生物 , 根据 其 甲 基 的 数目 和 位 置 , 就 可 以 判断 
单 糖 的 组 成 和 连接 键 型 . 如 以 w(1-*4) 葡 聚 糖 为 例 , 可 用 下 列 方程 
ARM: 
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2, 3, 4, 6-0- 四 甲 基 葡 萄 糖 .2，8, 6-0- 三 甲 基 葡 萄 糖 这 一 套 
程序 已 成 为 守 糖 .多糖 及 复合 多 糖 结构 分 析 的 重要 手段 . 

【试剂 】 

无 水 二 甲 基 亚 硕 : = FASE (AS HTS, IER AE TI), MAA 
化 钙 并 蒸馏 ,得 到 的 纯 品 加 入 5A 分 子 得 以 保持 干燥 . 

| AUN (FAG Merck, 含量 约 80 和 %)， 碘 甲烷 (分 析 纯 , ROK 
江 化 工厂 ,通过 活性 氧化 铝 柱 以 除去 碘 ) 

【操作 】 

(1) 甲 基 亚 磺 酰 负 离子 的 制备 ， 从 矿物 油 中 取 出 80%% 的 氢 
化 钠 ， 称 取 2g 置 于 三 日 圆 底 烧瓶 中， 
用 干燥 的 正成 烷 洗 三 次 ， 每 次 30mL， 
以 除去 包 在 氢化 钠 粉 未 外面 的 石蜡 ， 倾 
EER. BLOM, 温度计 及 插 
有 粗 针 头 的 橡皮 塞 ， AKER MEER 
余 的 正成 烷 , 通 入 干燥 的 氮气 ,直至 氢化 
钠 呈 粉 未 状 ， 加 入 30 mL 36 7k — 
WM, F 50°C 水 浴 上 搅拌 20 分 钟 后 , TE 
意 观 察 温度 计 , De BF 60~ 65°, 
63 .制备 甲 基 亚 磺 ”反应 物 变 为 浅 绿色 ， 再 搅拌 2 小 时 至 无 

RAR THe A se yk, YEW BAR A, 

se hs 反应 完成 后 ,产物 冷却 到 室温 ,取出 
搅 棒 “5. 磁力 搅拌 加 O.imbL, A 5mL AK BE, UMA 
Ree BO: AE 指示 剂 ， 用 0.1mol/ 工 盐酸 滴定 ，2mzL 

左右 滴定 值 表明 反应 完全 ， 产 物质 量 较 好 ， 接 着 将 产物 迅速 移 至 
小 瓶 , 充 氮 封 口 保存 在 冰箱 , 能 用 一 个 月 . 

(2) 糖 的 甲 基 化 反应 ;根据 样品 的 性 质 选择 合适 的 温度 将 样 
品 真 空 干燥 约 一 三 夜 .加 入 足够 溶解 样品 的 二 甲 基 亚 硕 ， 用 电磁 
搅拌 或 超声 波 帮 助 溶解 , 至 溶液 泪 清 后 再 搅拌 一 小 时 . 在 氮气 保持 
PIA FEW RRA, 搅拌 开 .5~2 小 时 ; 用 水 浴 冷 却 ， 逐 滴 
加 入 碘 甲 烷 , 保持 在 30"0 下 搅拌 0.5~ 圭 小时. 
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司 处理 ; 赛 糖 和 多 糖 的 甲 基 化 就 其 反应 条 件 是 大 同 小 异 的 ,但 
因 其 分 子 大 小 有 别 , 采 用 的 后 处 理 方法 不 同 . 

赛 糖 甲 基 化 产物 的 后 处 理 ， 将 得 到 的 反应 混合 物 倒 入 适量 蒸 
饮水 中 ,用 氯仿 节 取 三 次 , 再 用 水 洗 节 取 液 三 次 .将 合并 后 的 氯仿 
溶液 通过 无 水 硫酸 钠 柱 子 以 除去 水 分 . 减 压 蒸 人 饮 除去 氯仿 ,得 到 
糖浆 状 甲 基 化 产物 . 

多 糖 甲 基 化 产物 的 后 处 理 : 将 得 到 的 反应 混合 物 装 入 透析 袋 ， 
在 流动 的 自来水 中 透析 一 天 左右 ,冷冻 干燥 成 干粉 状 . 

甲 基 化 全 过 程 的 检查 ;用 红外 光谱 观察 3800~3600cm-+ 处 
有 无 羟基 吸收 峰 ， 用 三 葵 基 甲烷 (triphenyl methane) 显 色 法 检 
查 反应 物 中 甲 基 亚 磺 酰 负离子 是 否 过 量 . 

例 1 葡 聚 糖 (分 子 量 数 万 ) 的 甲 基 化 反应 

称 取 300 me 样品 于 40~50*0 下 真空 千 燥 8 小 时 ,再 于 70°C 
下 真空 干燥 3 小时. MA 40mL 二 甲 基 亚 硕 , 开 动 电磁 搅拌 , 溶液 
”澄清 后 再 搅拌 工 小 时 , 在 氮气 保护 下 加 入 5mL1.9mol/ 工 的 甲 基 
亚 磺 酰 阴 离子 ， 开 始 出 现 大 量 絮 状 物 ， 经 搅拌 后 溶解 ARETE 
工 .5 小 时 后 ， 用 水 浴 冷 却 , 逐 滴 加 入 碘 甲 煤 5mL， 保 持 在 30 以 
下 , 搅拌 几 分 钟 后 反应 物 变 得 清亮 呈 桔 黄色 ，1 小 时 后 停止 反应 . 
将 产物 装 入 透析 袋 , 在 流动 的 自来水 中 透析 一 天 , 然后 冷冻 干燥 . 

例 2 ， 赛 糖 的 甲 基 化 反应 

PRA 2mg fi in, 40°C 下 真空 干燥 20 JA, NAT mL 二 甲 
基 亚 硕 ,， 搅拌 到 样品 溶解 . 在 氮气 流下 加 入 二.8mol/ 工 左右 的 甲 
FEW Hs BE RAAF LoL, 搅拌 2 小 时 ， 滴 加 碘 甲 烷 0.4mL,， 继续 搅 
拌 至 反应 物 成 为 淡 棕 色 透 明胶 液 , 反 应 物 倒 入 适量 蒸 饮水 中 ,用 氧 


- 仿 薪 取 三 次 ， 再 用 水 洗 蘑 取 液 三 次 ， 将 样品 的 氯仿 溶液 通过 一 无 


水 硫酸 钠 柱 除 水 , 减 压 蒸馏 除去 氯仿 , 得 糖浆 状 甲 基 化 产物 . 

(3) 甲 基 化 糖 的 水 解 及 乙酰 化 : 甲 基 化 多 糖 一 般 分 二 步 水 解 ， 
首先 在 样品 中 加 入 90% HA RRimL, A, 在 封闭 管 里 100"C 油 
浴 水 解 6 小 时 .水 解 毕 , 抽 气 去 除 甲酸 ,再 加 0.5mL2mol/ 工 三 氟 
CR, TA, 在 封闭 管 里 100°C HA, 第 二 步 水 解 5~6 小 时 , 然后 
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青 完全 去 除 三 氯 乙酸 . 

RL Ke RAY, MSMR, 方法 同 甲 基 
化 多 糖 第 二 步 水 解 . 

上 述 水 解 物 溶解 在 0.5mL 水 中 ,加 入 1 5mg SME, 在 
30°C 还 原 3 小 时 以 上 .加 入 适量 Amberlite IR-120 (H*) pf fg, 
终止 还 原 反应 且 使 混合 物 的 p 也 在 4 以 下 .取出 上 清 液 (注意 不 
要 把 树脂 吸 走 ), 再 加 甲醇 ,再 次 取出 上 清 液 ,然后 把 二 次 收集 的 上 
清 液 混合 浓缩 至 干 ， 硼酸 (白色 粉 未 ) 残 留 在 混合 物 里 ， 加 甲醇 深 
解 , 再 浓缩 ;反复 加 甲醇 多 次 , 直至 白色 粉末 消失 为 止 . 

上 述 混合 物 加 入 0.2mL 乙酸 本 和 0.2mL wwe, 在 100°C 油 
浴 乙 酰 化 工 小 时 ,反应 完 加 0.5zmz 水 , 真空 浓缩 , 待 溶剂 挥发 干 ， 
再 加 甲醇 洗 去 残留 的 吡啶 ， 然 后 用 0.2mL 甲醇 或 氯仿 溶解 样品 ，. 
作 气 相 色谱 分 析 ” 

(4) 气相 色谱 分 析 : 气相 色谱 仪 装 有 火焰 离子 化 检测 器 ， 用 
0.3%OV275-0.4% GE-XF1150 柱 ， 大 小 3mm X2m， 装 有 
Shimalite W (80~100 目 ) 采 取 程 序 升 温 ， 柱 温 先 在 120°C 保持 和 
分 钟 ， 然 后 以 每 分 钟 °C 升温 到 180°C, 氮气 为 载 气 ， 流 速 为 
50mL/min. 用 微量 注射 器 注射 用 甲醇 或 氯仿 溶解 的 样品 ， 注 射 
量 2 一 5AL， 同 时 打开 记录 仪 ， 与 已 知 对 照样 品 比 较 ， 从 峰 的 位 
置 ( 即 滞留 时 间 ) 及 大 小 确定 糖苷 键 的 种 类 及 相对 量 , 并 从 中 分 析 . 

【讨论 】 

(1) 二 甲 基 亚 磺 酰 阴离子 的 制备 反应 对 空气 和 温度 很 敏感 ， 
温度 超过 85°C 分 解 反应 加 速 ,所 以 反应 温度 不 应 超过 70*0,， 而 且 ， 
必须 在 通 氮气 下 进行 。 甲 基 化 反应 也 必须 在 通 氮 气 下 进行 ,而 且 
各 种 试剂 必须 干燥 .试剂 越 是 干燥 , 则 甲 基 化 次 数 越 是 少 ,所 以 二 
甲 亚 硕 必 须 用 4A 分 子 得 干燥 , 碘 甲 烷 必 须 重 燕 . 

有 的 多 糖 不 溶解 于 二 甲 亚 砚 , 可 以 先 用 30% 氢 氧 化 钠 和 硫酸 
二 甲 酯 先 甲 基 化 一 次 (Bl Haworth 法 ) ， 然 后 再 按 上 述 方法 甲 其 
化 . 

(2) ARIAL BH, A Amberlite IR-120(H* 树脂 ) 处 理 ， 
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制 成 H* 型 多 糖 , 便于 溶解 

(3) 水 解 条 件 不 能 过 分 强烈 , 特别 对 春 糖 . 
(4) 在 甲 基 化 寡 糖 乙酰 化 时 , 控制 乙酰 化 时 间 十 分 重要 , 不 能 
i Rise 
(5) 在 作 气 相 色 谱 分 析 前 ,一定 要 去 除 样 品 中 的 吡啶 . 
【文献 】 
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7. PRICK ARR PH) 
在 浓 碱 溶液 中 , RR FFG FREE AY ee aR. 它 
首先 由 Denham 和 Woodhouse 用 于 纤维 素 的 甲 基 化 ,随后 
Haworth 证 明 此 法 对 简单 糖 类 及 糖 戎 类 都 能 适用 ,从 而 被 广泛 地 


使 用 ， 反 应 方 BAA 
am) sostNaog 
rt 


a-D- 甲 基 荷 糖 背 ”2 8, 4，6- 四 -O- 甲 基 -au-D- 
FA tg 

此 法 的 优点 是 试剂 便宜 、 操 作 人 简便 , 而 且 以 水 作为 溶剂 , 大 多 数 糖 
类 易于 溶解 .缺点 是 甲 基 化 不 易 完 全 , 如 要 得 到 全 甲 基 化 的 产物 ， 
往往 需要 反复 多 次 反应 才能 完成 ， 这 种 一 次 反应 不 完全 的 特点 恰 
可 被 利用 来 制备 部 分 甲 基 化 糖 ， 所 得 混合 物 经 适当 分 离 纯化 即 可 
得 到 多 种 或 甲 基数 目 不 同 、 或 甲 基 位 置 不 同 的 部 分 甲 基 化 糖 . 此 
法 以 甲 基 糖 苷 作 原 料 最 为 适宜 , 但 在 严格 控制 反应 温度 的 情况 王 ， 
还 原 性 的 糖 也 可 以 直接 用 作 原 料 , 只 是 所 得 产 率 侦 低 . 

【试剂 及 装置 】 

o-D- 甲 基 葡 精 背 (美国 Sigma 公司 ) ， 硫 酸 二 甲 酯 (化 学 纯 ， 
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北京 化 工厂 )， 无 水 D- 葡 萄 糖 (分 析 纯 , 北 京 化 工厂 ), 仪器 装置 如 
图 64, 

【操作 】 

(1) o-D- 甲 基 葡 糖苷 的 
甲 基 化 : 量 取 5zm 荆 水 置 于 三 口 
A, 开动 搅拌 , MA Seg 甲 基 
OBE EF, 待 其 完全 溶解 后 , 将 水 
浴 加 热 至 70?0. 在 氮气 保护 下 ， 
滴 加 10mEL 硫酸 二 甲 酯 ,17mL 
80% AB. 在 此 温度 下 
搅拌 工 小 时 后 ,升温 至 100°C, 

有 继续 反应 半 小 时 , 停止 反应 . 产 

“硫酸 一 甲 醒 法 反应 装置 物 为 无 色 透 明 深 液 ， 底 部 沉 洗 

大 量 白 色 结 唱 , 是 反应 过 程 中 生成 的 硫酸 钠 .， 用 浓 硫 酸 中 和 反应 

产物 至 pH=7, 离心 后 倾 出 上 层 清 液 ， 并 用 5xdl0mz AER, 

萃取 液 合并 后 , 再 用 8x10 mL eK PEM. FEB AT HLA eH 

WR EK PAIK, 4 APLO 分 离 和 质谱 鉴定 有 3-O- 甲 基 甲 基 葡 糖 

苷 和 了 49- 甲 基 甲 基 葡 糖苷 ， 洗 蔡 取 液 的 水 与 水 相合 并 , 旋转 蒸发 

至 10mL 左右 , 又 有 白色 沉淀 析出 ， 再 次 离心 ， 弃 去 沉淀, 清 液 浓 

稍 后 经 了 ETO 分 离 和 质谱 鉴定 有 1-O- 甲 基 甲 基 葡 糖苷 和 2-O- 甲 
基 甲 基 葡 糖苷 . 

(2) D- 葡 萄 糖 的 甲 基 化 ， 于 三 口 瓶 中 加 入 7am 工 水 ， 开 动 搅 
, RAMA Se 葡萄 糖 , 如 溶解 不 好 ， 可 加 热 水 浴 ， 待 其 完全 深 
解 后 , 冷 至 室温 .在 氮气 保护 下 ， 滴 加 10mzL 硫酸 二 甲 酯 在 冰 
浴 冷 冻 下 ， 以 0.5 滴 / 秒 的 速度 缓慢 滴 入 17mE 的 30 纹 氢 氧 化 
钠 . 加 完 后 撤去 冰 浴 ,维持 在 20°C 以 下 搅拌 工 小 时 ,然后 逐步 升温 
至 60°C, 保温 搅拌 工 小 时 ， 停 止 反应 。 产 物 为 褐色 ， 后 处 理 同 
经 HPLO 分 离 及 质谱 鉴定 水 相 中 有 一 甲 基 葡 糖苷 和 甲 基 10O- 甲 
基 葡 糖苷 ， 有 机 相 中 有 二 甲 基 甲 基 葡 糖 背 和 三 甲 基 甲 基 葡 粮 
+. 


+172. 


民 讨论 】 

采用 还 原 性 糖 做 原料 时 , 氨 氧 化 钠 的 滴 加 速度 一 定 要 慢 ， i 
要 保持 低温 ， 否 则 样品 在 过 强 的 碱 性 条 件 和 过 热 的 环境 中 将 受到 
破坏 ,从 而 使 产 率 降低 . 

【文献 】 


Haworth, W.N., J. Chem. Soc., 107: (1915). 
_ &. B. Esrymenro a 10. C. Onogos, Xum. Mpupod. Coedun. 1:21 (1982). 


(RED THR A ¥) 


| (@) 糖苷 酶 及 其 底 物 的 制备 和 测定 

1. 一 种 产 多 糖 链 内 切 酶 的 微生物 的 培养 以 及 内 切 酶 作用 条 
件 

琥珀 酸 型 聚 糖 是 一 种 酸性 多 糖 ， 琥 珀 酸 通 过 酯 键 连接 在 多 糖 


上 .已 知 的 几 个 . B- 葡 聚 糖 酶 对 这 种 多 糖 都 不 起 作用 .1972 年 ， 


Harada “# \\ -- 8 HB 4} BY Hi — FR BS EF A (2 lavobactevium) M 64, 4 
此 菌 种 在 以 琥珀 酸 型 聚 糖 作 为 


cap eben geec poet a 


能 解 聚 多 糖 的 胞 外 BFS BE 酶 


( 亦 称 胞 外 解 聚 酶 ) Bub RK 
ik, SUE) Ee “he Hb 一 
单位 , Abe 等 在 1980 年 还 发 现 ， | 


同样 这 株 菌 种 还 能 产生 一 种 胞 0 一 0 一 和 0 一 0 一 0 一 6 0 一 0 一 0 一 9 0 一 0 
Py By Se he Be (glycanase) 和 /或 C—O 0-000 OOOO, 
BF MG (glycosidase), “E AEIE 6S Ry RRR Se 


多 糖 的 八 糖 重复 单位 再 进一步 的 作用 模型 

降解 成 2 个 四 糖 ， 通过 这 两 种 RAUL TERIAN a 

酶 的 协同 作用 ， 结 合 甲 基 化 分 <— ASSERT ERE DOS 

析 , 从 而 能 很 快 地 阐明 所 研究 的 琥珀 酸 型 多 糖 的 结构 . ERS 
两 种 酶 对 多 糖 的 作用 模型 见 图 65. 


(i) 黄 杆菌 M 64 的 培养 及 酶 的 提纯 
提取 胞 外 解 聚 酶 时 的 基本 培养 基 : (NH4)sHPO,0.15g， 
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KH,P0,0.1g, MgSO,-7H,00.05¢, FeOl,-6H.0 img, MnO1,- 
4H,O1mg, CaCl,img, NaClimg, $234 BH O.8g, 水 1000 
mL, ff 1mol/L 氧 氧 化 钠 调 PH7.2,， 30°C 培养 中 小 时 ,得 到 种 子 
培养 液 , 然后 以 1:20 转 到 同样 培养 基 里 , 30?0 培养 3 HR, Bde 
除 细胞 . 上 清 液 通过 硫酸 铵 沉淀 ， DA 皇 维 素 二 次 Sephadex 
G-200 柱 提 纯 . 

提取 细胞 内 聚 糖 酶 时 的 基本 培养 基 :，100mL 基本 培养 基 里 
除了 上 述 的 无 机 盐 以 外 ,还 包括 :Qu8O4.5H。O 5 peg, ZnOla 7HaO 
7 ug, NasMoO,+2H,0 21g,，HsBO,,， 10 ug, FETIP BIH 0.5e, 
2 pH7.2, 30°C, 培养 24 小 时 ,得 到 种 子 培养 液 ，“ 然后, 也 以 
1:20 比例 转 接 到 同 种 培养 基 里 , 80°C, 培养 24 小 时 ， 离 心 所 得 细 
胞 经 超声 破碎 ,离心 去 细胞 渣 ， 所 得 上 清 液 通过 硫酸 贸 分 级 沉淀 ， 
CM- 纤 维 素 ,Sephadex G-150 柱 . 所 得 酶 制剂 用 于 实验 . ” 

(ii) 酶 对 多 糖水 解 条 件 

开 珀 酸 型 多 糖 与 胞 外 解 聚 酶 在 PHL5.8, 0.1 mol/L 乙酸 缓冲 
Wi 30°C, HEH 1K. SPARE pH5.8, 0.1mol/L 乙 
酸 缓冲 液 ， 80°C 作用 工 天 . 

琥珀 酸 型 多 糖 被 两 种 酶 的 连续 消化 : 多糖 与 解 聚 酶 在 40"0 作 
用 5 小 时 (同上 述 缓冲 液 ) ,混合物 煮沸 工分 钟 ,再 同胞 内 聚 糖 酶 作 
~ 用 5 小 时 , 煮沸 工分 钟 , 通过 Amberlite IR-120(H* prs) EE, Ht 
出 物 真空 干燥 , 再 作 纸 层 析 分 离 . 

【讨论 】 

(1) 从 作用 方式 看 来 ， 这 里 的 胞 外 解 聚 酶 实际 上 是 一 种 半 乳 
糖苷 内 切 酶 , 而 胞 内 聚 糖 酶 实际 上 是 一 种 8- 葡萄 糖苷 内 切 酶 

(2) 由 于 解 聚 酶 产量 较 少 , 有 时 难于 得 到 纯 酶 制剂 。 可 直接 
从 以 多 糖 作为 唯一 碳 源 的 培养 液 里 得 到 经 解 到 酶 水 解 多 糖 后 所 产 
生 的 多 糖 的 水 解 物 , 即 多 糖 的 重复 单位 ， 方 法 是 ,用 离心 去 除 培养 
液 细 胞 , 通过 乙醇 分 级 沉淀 ,超过 滤 , 以 及 Sephadex G-10 柱 ,将 未 
消化 的 多 糖 与 多 糖 的 水 解 物 分 开 , 然后 将 多 糖 的 水 解 物 经 DEAH- 
纤维 素 柱 进一步 提纯 . 
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以 多 糖 本 身 作 为 诱导 物 , 产 生 水 解 多 糖 的 解 聚 酶 的 现象 ,不单 


LBP PA, 其 他 菌 也 有 .Annamaria 就 报道 了 Bacillus palustris 


也 产生 多 糖 诱 导 的 多 糖 解 聚 酶 . 当然 , 有 些 菌 株 不 一 定 在 所 试 多 
糖 作为 唯一 碳 源 的 培养 基 上 生长 . 也 不 是 在 这 种 条 件 下 《以 多 糖 
作为 唯一 碳 源 ) 生 长 的 菌株 都 能 产生 解 聚 酶 .这 时 ,可 变换 合适 菌 
株 ,或 用 其 他 方法 . 

【文献 】 


Harada, T., et al., Agr. Biol. Chem.，36(13): 2611(1972). 
Abe, J., et al., Agr. Biol. Chem., 44(8): 1877 (1980). 
Hisamatsu, M., Agr. Biol. Chem., 44(5): 1049 (1980). 


(Rit A) 


2. MH RHEE A (Streptomyces plicatus)  % # # B-N-U 
& A A fi) 2) #8 A HH 

B-N-—Z, BE Ea es BEF 0 Bg —H.(endo—B—N—Accetylgluco- 
saminidase, aj fj; Endo—H fi) AEdT bi N-S EA PAIKEA 
酰胺 相 联 的 两 个 N- 乙 酰 氨基 葡萄 糖 之 间 的 联 键 . 由 于 它 对 所 水 
解 糖 链 的 非 还 原 端的 专 一 性 要 求 不 很 苛刻 ， 所 以 比 起 已 知 的 其 他 
几 种 糖苷 内 切 酶 ， 在 糖 蛋白 的 糖 链 结构 研究 中 它 的 应 用 比较 广 
iz, 

将 裙 皱 链 霉 菌 培养 在 以 几 了 丁 质 为 唯一 碳 源 的 培养 液 中 ， 分 泌 
于 培养 液 中 的 Endo-H 酶 经 酷 酸 锌 和 硫酸 贸 沉 淀 ， 再 经 多 次 柱 层 
析 纯 化 ,在 整个 提取 纯化 过 程 中 ,以 上 HH]Jdansyl-Asn(GlcoNAc) 熏 
(Man)e 为 底 物 ,进行 酶 活性 的 测定 .Endo- 互 酶 对 该 底 物 的 水 解 
按 下 式 进 行 : 

[HEH]jdqansyl-Asn(GlcNAc)s(Man)s(GlcNAc)。 


do-H 
oe [7H | dansyl—AsnGleNAc 


+GIleNAc(Man).(GleNAc) , 
反应 后 ,经 纸 层 析 将 产物 和 底 物 分 离 ， 在 紫外 光 下 , 根据 荧光 可 以 “ 
找到 [eaH]dansyl-AsnGlcNAc 的 位 置 , 前 下 产物 斑点 , 洗 脱 后 用 液 
闪 计 数 仪 测定 , 从 而 可 以 计算 出 酶 的 活性 . 
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【试剂 和 材料 】 

菌 种 ， 宰 皱 链 霉 菌 (Streptomyees plicatols)， 

AVIS SRR: Bile, ME AKG 0.2¢, FAR 0.1¢, 
酵母 提取 物 0.1g, 琼 胶 2g 于 100mL 7K PR RB 121°C, 30 4} 
Bb, B 50°C 左右 , 倒 入 平 严 制 成 平板 , 87°C 保温 过 夜 ,， 使 表面 干 
燥 备 用 . eee a 

种 子 和 扩大 培养 液 : SIH RM PA KO1O.5¢, KAHPO,1g, 
MgSO.-7H,0 0.5g, FeSO, 0.01 g, JLT i GRRAA BRAD) 
10g. 3 
底 物 [®H] dansyl-Asn GloNAc),(Man). 的 制备 ， 卵 清 蛋白 
经 重 白 酶 水 解 分 离 ， 得 到 不 同 的 糖 肽 片段 ， 取 其 中 Asn- 
(GleNAc) (Man) ¢(GloNAc) . # & 0.26umol, 和 [H]Dansy]- 
C1(250u0i)0.45 wmol, NaHCO;1umol, BAF 0.imL 总 体积 
中 , 室温 下 放置 24 小 时 .加 入 0.4mLL 水 , Be LG KR, 1B 
pH jk 3.0, 再 经 Sephadex G-25(0.9x195cm) 柱 层 析 分 离 
[H]dqansyl-Asn-(G]JcNAc)s(Man)s(GlecNAc) 产物 部 分 ， 加 六 
适量 的 无 [3 了 H] 标 记 的 dansyl-Asn-(GlcNAc)a(Man)e(GleNAc)s， 
使 放射 比 活性 调节 到 2.0 x 10° cpm/wmol, 

(FR fF) 

(1) 酶 活性 的 测定 方法 (用 于 提取 纯化 的 各 个 步 又) : Wi 5 ul 
放射 性 底 物 [5H]Dansyl-Asn(GJcNAc)s(Man)s， 放 射 比 活性 为 
2.0 x 10° cpm/umol, BF EK PRY WR Ciba Be 
eH, HRS ul 预 冷 的 酶 溶液 (用 0.2 mol/L RRM pH 
5.5 配 制 )， 和 底 物 迅速 混和 , 然后 在 87°C 保温 5~30 分 钟 〈 视 酶 
活力 强 弱 ), 迅速 置 冰 浴 中 ， 并 立即 取 一 定量 (5 一 10 AD) 点 样 于 层 
析 滤 纸 (Whatman,， 3MM) _-, AiET MB: AB 2:1:1) WHR 
统 作 上 行 层 析 2 小 时 , 取出 , 待 溶剂 挥发 后 , 在 紫外 灯 下 检查 . UR 
物 的 荧光 斑点 留 在 原点 ;产物 的 曹 光斑 点 已 迁移 一 段 距离 ,用 铅笔 
画 出 产物 斑点 范围 .将 产物 斑点 前 下 , 前 成 小 条 置 于 液 内 杯 中 ,加 
2m 7k, 87°C 保温 80 分 钟 后 ,再 加 入 15mL 闪烁 液 ,用 液 闪 计数 
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仪 计数 ， 从 产物 和 底 物 的 计数 , 算出 酶 活力 .， 酶 活力 的 单位 规定 
WP: 在 规定 的 酶 活力 测定 条 件 下 ， 每 分 钟 经 酶 促 反 应 释放 出 
1 mol dansyl-AsnGleNAc, 用 了 olin- 酚 法 测 出 蛋白 质 含 量 ， 可 
以 计算 出 酶 的 比 活力 , 即 每 毫克 蛋白 质 的 活力 单位 数 ， 
， (2) 禄 皱 链 霉菌 的 培养 : 斜面 保藏 的 宰 皱 链 霉 菌 转 接 到 生 护 
子 琼 脂 培养 基 平 板 上 26°C 培养 2 星期 ,可 见 孢 子 长 出 ， 用 无 菌 刊 
酸 把 平板 上 的 放 线 菌 连 培养 基 一 起 转 入 含有 1 工 培养 液 的 2 工 容 
量 三 角 瓶 中 ， 作 为 种 子 瓶 . 每 个 直径 9em 平板 约 用 于 2 只 三 角 
Hi, 30°C 摇 床 培养 3 天 后 ， 再 转 接 入 扩大 培养 . 扩大 培养 可 以 仍 
用 32 三 角 瓶 装 革 工 培养 液 ,每 个 三 角 瓶 中 接 入 50mL 种 子 液 , 摇 
床 培养 . 或 者 可 以 用 30 L 圆柱 形 玻璃 发 酵 拭 ， 每 拭 装 培养 基 
15 工 , RA 300 mL 种 子 液 ,通气 搅拌 培养 ,30"C,， 38 天 ,每 次 可 培养 
830 一 60 工 总 体积 .无 论 是 种 子 液 或 扩大 培养 液 , 在 培养 结束 时 应 
呈 乳 白色 、 有 泥土 香味 ， 表 示 神 皱 链 霉菌 生长 良好 ， 有 好 的 酶 产 
量 . | 
(3) 提取 步骤 : 
酷 酸 锌 沉淀 : 培养 结束 后 ,用 玻璃 纤维 过 滤 掉 菌 丝 体 和 残存 的 
几 于 质 颗 粒 .向 滤液 中 滴 加 1mol/ 工 ZnAoea, 每 升 滤液 应 加 75 mL, 
用 电磁 搅 棒 连 续 搅 拌 ， 并 不 时 加 入 Tris 碱 ， 使 pH ARETE 
A. 加 完全 部 应 加 的 ZnAocs 后 ， 静 置 于 室温 下 2 小时,， 然 后 移 至 
42°C WR. 以 下 操作 都 应 在 4C 冷 室 进行 . 
RRMA: 倾 去 或 吸 去 上 清 液 ,沉淀 在 4000 xg 离心 10 分 
钟 ， 将 从 30 L 培养 液 所 得 的 沉淀 合 在 一 起 溶 于 最 小 体积 的 0.3 
mol/ 工 柠檬 酸 缓冲 液 (pH5.5) 中 ,加 入 硫酸 匀 使 达 0.4 饱 和 度 (每 
100 mL 溶液 加 22.5g 硫酸 贸 ) , AFF 45 5) Bh, 13000 x g BYP 15 4} 
fa) PE I et RE IK 0.9 fa Al BE (4§ 100 mL YH RK IM 
83.59 硫酸 铵 )， 搅 拌 45 分 钟 , 18000 xg 离心 15 分 钟 , 沉淀 溶 于 
最 水 体积 的 DH8.0 的 10 mmol/L Tris-HOl 缓冲 液 中 ， 然 后 移 
入 透析 袋 中 . 先 用 15ELpH8.0 的 10mmol/LTris-HOI] 缓冲 液 透 
析 过 夜 ， 以 除去 Zn** BTM Ht RK, HW uk A pH8.45 wy 10 
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mmol/L 磷酸 钾 缓 冲 液 6 透析 24 小 时 . 
DE-52 纤维 素 柱 层 析 : DE-52 AER BE (8.7 x 830m) 
后 ,用 pH8.45 的 10mmol/ 工 磷酸 钾 缓 冲 液 平 衡 , 将 上 步 透 析 内 液 


加 到 DE-52 纤维 柱 上 , 调整 流速 至 140mL/h, 待 样品 加 完 后 ,再 


加 同样 缓冲 液 500mL 洗 脱 ， 至 洗 脱 液 中 不 含 蛋 自 质 为 止 . RK 
线性 梯度 浓度 洗 脱 ， 将 1.5Lp 也 8. 人 5 fy 10mmol/L RAR 
KREBS}, AA pH 8.45 fy 320 mmol/L RRA RL. OLE 
于 贮存 室 中 , 分 部 收集 , 每 管 20mL, 分别 测 定 每 个 收集 管 的 电导 
值 ,大 约 在 电导 值 6m8/cm (16°C) ( 约 相当 于 60mmol/ 工 磷酸 钾 ) 
左右 , Endo-H 酶 被 洗 脱 下 来 . 分 别 测 各 收集 管 酶 活 , 将 有 酶 活 的 
各 管 合并 , 冻 干 ， 冻 干粉 再 溶 于 最 小 体积 蒸 饮 水中, 用 p 互 生 .6 的 
10mmol/ 工 酷 酸 钠 缓冲 液 6 工 透析 两 次 , 各 24 小 时 . 

两 磺 基 葡 聚 糖 C-25 (Sulfopropyl Sephadex O-25)#: RAH: 
上 步 透 析 内 液 加 到 预先 用 pH4.6 的 10 mmol/L 酷 酸 钠 缓冲 液 平 
衡 了 的 Sulfopropyl Sephadex C-25 #:(2x 20cm) K#, 流速 调 
整 到 35mL/h, 用 平衡 缓冲 液 洗 脱 至 流出 液 中 无 蛋白 质 , 然后 转 入 
线性 梯度 浓度 洗 脱 :， 混 匀 室 中 置 pH 4.6 的 10mmol/L RWB 
冲 液 80OmL, Ir 存 室 中 置 pH4.6 的 100mmol/ 工 醋酸 钠 缓冲 液 


800mL， 将 流速 调整 为 50mL/h。， 分 部 收集 ,每 管 YmL, 食 酶 活 
性 部 分 大 约 在 醋酸 钠 浓度 为 65 mmol/ 二 ， 即 电导 率 为 2.8mgS/em 


处 ， 经 酶 活性 测定 后 ,合并 有 酶 活 各 管 , AF. RABAT Ra 
积 蒸馏 水 中 ， 用 pH8.45 的 5mmol/ 工 RAR KILL 透析 两 
次 ,每 次 24 小 时 ,然后 贮 于 一 20"C 冰箱 中 . 

Sephadex G-75 HEM: 将 得 自 上 步 又 的 两 批 透 析 液 合并 (的 
相当 于 得 自 60 工 发酵 液 的 产品 ) , 冻 干 ,， 溶 于 约 3mL Riek, 
加 到 用 p 互 8.45 的 10mmol/ 工 磷酸 钾 缓 冲 液 预先 平衡 好 的 
Sephadex G-75 柱 (1.5x1900m) 中 .用 平衡 缓冲 液 洗 脱 ， 流 速 
为 7ImL/h, 分 部 收集 ,每 管 5mL， 酶 活性 约 出 现 于 第 40~47 管 . 
经 测定 后 , 将 有 酶 活性 各 管 合并 , Wr. BRAT EMER KY, 用 
pH7.1 fy 10 mmol/L RRBAMH KIL 透析 两 次 , 每 次 过 夜 ， 
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从 60 工 培养 液 约 可 得 到 产品 40~60 酶 活力 单位 ， 将 产品 分 
装 于 小 试管 中 , 每 管 约 100 nL, 含 2 酶 活力 单位 ， 一 20'9 贮存 备 
用 酶 活力 可 保持 2 年 . 

Cite] 

(1) SPER AT ILT MAE A, 充分 脱 去 钙 质 , 研 
磨 成 细 粉 ,利于 链 霉 菌 的 生长 和 利用 . 

(2) 培养 液 用 玻璃 纤维 过 滤 效 果 较 好 ， 既 快 ， 滤 液 又 较为 温 
清 . 若 滤液 混 浊 , 需 用 滤纸 过 滤 或 其 他 方法 ,得 到 澄清 液体 ， 

(3) 第 一 步 滴 加 醋酸 锌 要 慢 一 些 , 并 随时 用 Iris 粉末 调节 pA 
保持 在 7 左右 . 不 然 会 产生 过 多 的 Zn (OH). LRRABE AU 
淀 中 , 给 以 后 的 步骤 带 来 困难 . 

(4) 从 菌 滤液 起 ， 各 步骤 中 都 可 以 取样 测 酶 活力 和 蛋白质 售 
量 , 计算 酶 的 比 活力 和 提取 回收 率 . 

(5) 经 上 述 步 又 纯化 得 到 的 Endo- 互 酶 应 是 相当 纯 vs 的 , 测 
不 出 B-N- 乙 酰 氨 基 葡 萄 糖苷 外 切 酶 、 几 丁 二 糖 酶 、or- 甘 露 糖 昔 
酶 , 6- 甘 露 糖苷 酶 、 糖 基 天 冬 氢 酸 酶 以 及 蛋白 水 解 酶 活性 . 

【文献 】 


Methods in Enzymology 50: 574 (1978). 

Tarentino, A. L., et al., J. Biol., Chem. 249(3): 811 (1974). 
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) (KIRA) 

3. -甘露 糖苷 酶 的 分 离 提 纯 

B- 甘 露 糖苷 酶 6-mannosiqase) 是 糖 链 结构 分 析 工 作 中 必要 
的 工具 酶 . 通 浓 用 来 作 分 离 B- 甘 露 糖苷 酶 的 生物 材料 有 菠 BE A 
酶 (bromelain)、 蜗 和 牛 消化 液 和 鸡 输卵管 等 . 其 中 以 蜗牛 消化 液 
最 为 合适 , 因为 在 蜗牛 消化 液 中 B- 甘 露 糖苷 酶 含量 较 高 ,而且 B- 
甘露 糖苷 酶 比 -甘露 糖苷 酶 活性 强 得 多 , 这 是 在 其 他 材料 中 所 不 
易 见 到 的 . 

提取 B8- 甘 露 糖苷 酶 可 以 从 蜗牛 消化 液 及 其 丙酮 干粉 开始 , 也 
可 以 从 市 场 上 买 到 的 Glusulase ak Sulfatase 制剂 开始 ,这些 酶 制 
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剂 也 都 是 从 蜗牛 消化 液 制 得 的 ， 里 面 含 有 丰富 的 -甘露 糖苷 酶 

【试剂 】 

三 酸 酯 酶 (Sulfatase) (Sigma 公司 )， 对 硝 基 葵 -6-D- 甘 露 糖 
(Sigma 公司 ), 碱 性 磷酸 钙 (hydr oxyapatide Oa, (PO4)¢ (OH), 
(可 以 自己 制备 )， 柱 色谱 用 DBEA 了 -纤维 素 (Sigma 公司 ). 

【操作 】 

(1) AH Be 8 $F 5 HEM a, 在 下 面 叙述 的 各 步 都 需要 测 
和 证 BH Be BR FF ME HE 取 500 wmol/L p 互 3.5 的 0.05 mol/L H 
ABH] 缓冲 液 ， 内 合 2 mmol/L 对 硝 基 葵 -6@-D_ 甘 圳 吡 喃 糖 
A FEMA 20mL fe Wl BEB, 87°C 保温 2 小 时 ， 然 后 加 入 38.5. mL, 
0.2mol/ 工 Nas00。， 溶液 转 呈 黄色 , 测定 400 nm 处 消光 值 ， 酶 活 
力 单位 规定 为 87*0 条 件 下 ， 每 小 时 放出 1 wmol 对 硝 基 茶 为 一 个 
活力 单位 . 

以 下 所 有 提取 操作 在 4°0 冷 室 进行 . 

(2) 硫酸 铵 及 丙酮 分 步 沉 Be: 取 硫 酸 酯 酶 制剂 20mL 用 
1 LpH7. 24 i) 0.05 mol/L 磷酸 缓冲 液 透析 过 夜 ， 然后 透析 内 液 ， 
冻 融 3 次 ， 离 心 18000 xg20 分 钟 除去 产生 的 沉淀 癌 上 清 液 中 


a (A 0.04 mol/L 硫酸 Be) , A 1mol/LNaQH 4% DH jj 3 
C1, 边 搅 边 加 入 冷 的 50% 丙酮 液 (用 等 体积 丙酮 加 pH5.9 的 ， 
0.01 mol/L 再 酸 锌 -醋酸 缓冲 液 配制 成 )， 使 丙酮 浓度 最 终 为 
407%, 13000 xg 离心 20 分 钟 除去 沉淀 上 清 液 中 继续 加 冷 DG 


| FE, 使 丙酮 浓度 最 终 达 70%，13000 xg 离心 20 分 钟 ,所 得 沉淀 


溶 于 最 小 体积 pH7.24 的 0.01 mol/L PER we HF LL ka 
Dre, 离心 除去 透析 后 的 沉淀 , 上 清 液 冻 二 

(3) 碱 性 磷酸 钙 柱 层 析 ， 以 上 步骤 得 到 的 冻 干 粉 溶 于 6mL 
0.005 mol/L pH 6,8 的 磷酸 缓冲 液 中 ， 加 入 到 预先 用 此 缓冲 液 平 
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衡 好 的 碱 性 磷酸 钙 柱 人 .6x16em) 上 去 ， 约 有 70 和 % 的 B-H HH 
苷 酶 活性 不 被 柱 吸附 直接 流出 来 , 收集 这 部 分 流出 液 ， 约 :30 mL. 
然后 用 0.2mol/ 工 p 了 6.8 的 磷酸 缓冲 液 洗 脱 ， 可 把 其 余 8302 的 
B- 甘 露 糖苷 酶 和 大 部 分 B-N- 乙 酰 氨基 葡萄 糖苷 酶 一 TE He. 
另外 贮存 : .下 

(4) DEAE- 纤 维 素 柱 层 析 : BUREDE A EL ERE RE PORN 
380mL 主要 含 86- 甘露 糖 背 酶 活性 的 溶液 ， 分 三 次 (每 次 10m 蕊 加 
到 预先 用 p 了 6.8 的 0.005mol/ 工 磷酸 缓冲 液 平 衔 过 的 DEAH 
纤维 素 柱 导 .6x1l6cm) 上 去 ， 用 递增 浓度 的 磷酸 缓冲 液 分 步 洗 
fit, 0.005 mol/L (44mL), 0.02mol/L (24mL) #10.1 mol/L 
(92mI)， 流 速 调 到 15 mL/P， 每 管 4mL，AB- 上 甘露 糖苷 酶 活力 出 
现 于 0.02mol/ 工 磷酸 缓冲 液 洗 脱 时 .合并 有 8- 甘 露 糖苷 酶 活力 
的 各 管 , RE, 溶 于 最 少 体积 水 中 , 两 次 用 水 透析 过 夜 ， 分 装 ， 
贮存 于 一 20'C. 这 就 是 纯化 了 的 8- 甘露 糖苷 酶 .在 0.1mol/ 
磷酸 缓冲 液 洗 脱 部 分 ， 还 含 一 部 分 6- 甘 露 糖苷 酶 活性 ;但 是 和 
B-N- 乙 酰 氨基 葡萄 糖苷 酶 活性 混在 一 起 , 收集 后 ， 可 与 上 述 步 又 
中 0.2mol/ 工 磁 酸 缓冲 液 洗 脱 部 分 合并 ， 重新 纯化 . 

【讨论 ]】 

GD 在 以 硫酸 酯 酶 制剂 为 原料 开始 工作 时 ， 注 意 硫酸 铵 分 部 
需要 分 别 测定 在 32%、59% 沉淀 和 上 清 液 中 酶 活力 的 分 

配 , 必 要 时 要 调整 硫酸 铵 用 量 . 

(2) 所 得 的 B- 甘 露 糖苷 酶 虽然 在 凝 胶 电泳 中 还 不 是 单 一 条 
蛋白 质 带 ， 但 是 应 该 已 是 不 含 o- 甘 露 糖苷 酶 和 B-N- 乙 酰 氮 基 葡 
萄 糖苷 酶 活力 了 . 

【文献 】 
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A, 从 土壤 细菌 PFD ot ERE He a(18) tH R 
#2 Fy ty BB 

A Et a OP A eR ES He EE. 
其 主要 糖 链 有 二 、 三 百 个 甘露 糖 残 基 组 成 ,通过 两 个 乙酰 氨基 
葡萄 糖 与 肽 链 上 的 天 冬 酰 腕 相 联 ( 见 本 书 第 .217 页 )， 为 了 研究 甘 
露 聚 糖 的 糖 链 结 构 ， 先 后 从 土壤 中 分 离 出 两 种 细菌 ， LL hr 
Ae oH Sete Eb) BGA a (16) 甘露 聚 糖 内 切 酶 . 

产生 o- 甘 露 糖苷 外 切 酶 的 细菌 是 用 野生 型 昕 酒 酵母 的 甘露 
RE AME — BR, 从 土壤 中 选择 分 离 出 来 的 , 专 性 好 氧 , 长 杆 形 , 不 
a, AE RAT. RIN, 菌 体 长 2~3 um, 宽 工 LUm. fal ¥4 Bl 
形 , 黄色 , 革 兰 氏 染 色 呈 阳性 反应 .经 鉴定 初步 确定 为 节 杆 菌 属 ， 
定名 为 Arthrobaoter GIM-1, UHR RR ABURM, BATS 
泌 o- 甘 露 糖苷 外 切 酶 于 培养 基 中 . 

产生 a(1—>6) 甘露 聚 糖 内 切 酶 的 细菌 是 用 啤酒 酵母 突变 株 
X 2180-1A-5 的 甘露 聚 糖 为 唯一 碳 源 ， 从 土壤 中 选择 分 离 出 来 的 
一 种 杆菌 (0.4~0.5X5~7m)， 有 外 周 鞠 毛 ， 革 兰 氏 染色 阴性 ， 
菌落 薄 而 透明 ， 双 2180-1A-5 甘露 聚 糖 的 糖 链 的 主要 成 分 为 wa 
1-H) 甘露 聚 糖 的 长 链 . 该 细菌 的 分 类 地 位 尚未 作 正 式 鉴 定 , 暂 
称 为 土壤 甘露 聚 糖分 解 菌 . 在 以 甘露 聚 糖 为 主要 碳 源 的 培养 液 中 ， 
该 细菌 分 泌 c(d->6) HRA, Kink, Week Rr wa 
析 , 至 少 包 括 w(d4->6) 甘 露 糖苷 内 切 酶 和 B-N- 乙 酰 氨基 葡 萄 糖苷 
内 切 酶 两 类 酶 活性 . 

上 述 的 酶 类 都 未 得 到 纯化 , 下面 仅 介绍 粗 酶 制剂 的 提取 过 程 ， 

G) Kitt Arthrobacter GIM-1 分 离 o- He 

【试剂 和 材料 】 

菌株 Arthrobacter GJM-1 从 reverent 

培养 基 : 啤酒 酵母 甘露 聚 糖 *1g，(NHes) 20, 500mg, 
MgSO, 200mg, FeSO,-7H,0 10mg, OaOl,-2 H,0 50 mg, 酵母 粉 
500mg, K,HPO,7.54¢g, KH.PO, 2.82¢, 7K 1L, 
。，* 从 酵母 提取 甘露 聚 糖 方法 见 本 书 第 317 页 . 
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【操作 】 | 

1) MERWE: 在 测定 酶 反应 的 1zmL 混合 液 中 ， 
有 250 ug HHH, O.5mLpH 6.8 的 0.1mol/ 工 磷酸 钾 缓 冲 液 ， 
0.1umol Ca0l, 50 ug 牛 血清 清 蛋 白 ，1~3wg ( 待 测 ) BEA. 
87°C 保温 工 小 时 ;加 入 LL 碱 性 铜 试剂 以 终止 反应 .( 碱 性 铜 斌 
剂 的 配 法 为 : 24g 无 水 NaasUWOs 12¢ ARE, 16gNaHCoOs,, 
4g OuS0.-5H.0, 180g 无 水 NasSO., KIL) BARB MR 25 
oh, ARAM, IA Lm 砷 钼 酸 试 剂 ( 砷 钼 酸 试剂 配 法 为 ; 
25g (NH.)2MoO, 溶 于 450 mL KH, 加 入 21mL 浓 了 SO4s， 再 和 
洲 有 38gNasHAs0..HsO 的 25mz 水 溶液 混和 ，37*0 保温 24~ 
48 /)\it, eerie i+), BABIES, Iz 210mL, 15 分 钟 
后 ,测定 560 nm 处 光 密 度 . 

(2) 酶 的 分 离 : 

菌 滤液 制备 : 在 80°C WKF BGAN a, SLA RAD 
10 000 r/min 30 分 钟 除 去 菌 体 ，_ 上 清 液 分 装 在 10 只 500mL 透 
析 袋 中 ,用 PH 也 6.8 的 0.01mol/ 工 磷酸 钾 缓 冲 液 ( 内 含 10-mol/ 工 
CaCjs, 称 为 缓冲 液 A) 透析 24 小 时 ,每 5 只 透析 袋 用 10 工 缓冲 液 
侠 作 为 透析 外 液 , 每 12 小 时 换 液 一 次 ,然后 将 透析 内 液 冻 干 . 

RRR: 上 步 得 到 的 冻 于 粉 溶 于 p 瑟 6.8 的 0.1mol/ 
PRR Mew (A 10-*mol/LCaCl,, MAB MWB), HE 
白质 最 终 浓 度 为 2.5mg/mL， 约 用 200 工 缓冲 液 B， 加 固体 
(NH,) SO, [4 1mzL 酶 液 加 入 610 mg(NH,).SO4], #EF 4°C, 
WyeUK. Ka12 000r/min 离心 30 分 钟 ， 所 得 沉淀 再 悬浮 于 
50mL 60% (NH,) SO. 1, 4°C 静 置 过 夜 . 然后 15000zr/min 离心 
30 分 钟 . 

Sephadex GT100 柱 层 析 :， 上 步 得 到 的 沉淀 溶 于 10 工 缓冲 液 
B， 使 蛋白 质 最 终 浓度 达到 20mg/mL， 将 此 溶液 分 数 次 (每 次 
约 2.5 卫 加 到 预先 用 缓冲 液 也 平衡 过 的 Sephadex GF-100 HE BE#: 
(2x1000m) 上 去 ,分 部 收集 ,合并 有 酶 活性 各 管 ,超过 滤 法 浓缩 至 
25mL( 用 Amicon 400 型 超过 滤器 , UM-I pit, Ey 4.8 108Pa). 
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DEAE- 纤 维 素 柱 层 析 : 上 步 所 得 溶液 用 p 也 9.0 的 0.05mol/ 了 
Tris-HCl 缓冲 液 ( 内 含 10-* mol/L CaCl, HABMPR C) 透析 过 
夜 . 透析 内 液 加 入 到 用 缓冲 液 O 平衡 过 的 DEAE 纤维 素 柱 寺 :8 
xl2cm) 上 去 ， 用 缓冲 液 g 洗 至 无 蛋白 质 后 ， 用 线性 浓度 梯度 洗 
脱 ,在 混 勺 小 室内 装 250 工 缓冲 液 9, 在 装 有 连通 器 的 贮存 小 室内 
装 250mL A 0.6mol/L KO] 的 缓冲 液 @， 分 部 收集 ，， 将 有 活 
性 各 管 合并 超过 滤 法 浓缩 (Amicon 50 型 超过 滤器 ; Na 压力 
2.7x10°Pa), FRAGA RRE A 2mg/mL, —20°C 贮存 备用 ， 
从 OL BYE RA A 29mg BEA. 

(it#) 

从 酶 作用 产物 分 析 ， 此 酶 为 o- 甘 露 糖苷 酶 ， 可 打 断 ol 2, 
ol—>3, A ol—>6 甘露 糖苷 键 ,作用 方式 为 外 切 , 所 以 产物 为 甘露 单 
糖 . 

(ii) 从 一 种 土壤 细菌 分 离 甘露 聚 糖 内 切 酶 

【试剂 和 材料 】 

菌株 : 从 土壤 中 分 离 得 到 的 一 株 杆菌 ， 暂 名 土壤 甘露 聚 糖分 
解 菌 . 

培养 基 :， WH Pe RE AE EAB HR (Saccharomyces cereviside K2180-— 
1A-5) BAYH RH Seg, (NH,).S0,500 mg, MgSO,-7H.0 400 mg, 
FeSO,+H,0 20 mg, CaOl,+-2H.0 60 mg, 酵母 粉 500mg, KzHPO, 
7.549, KH,PO, 2.32¢, K1L, 

【操作 】 

1) 酶 活性 测定 方法 : 在 1zmzL 的 测定 混合 液 中 含有 250g 
啤酒 酵母 X2180-1A-S Ay HR, O.5 mL pH5.5 Ay 0.1 mol/L 
柠檬 酸 磷 酸 缓冲 液 ,0.1wmolOacl。 0.01 mL 待 测 酶 液 . 87°C HR 
温 工 小 时 . 加 入 i mL 碱 性 铜 溶液 中 止 反 应 ,以 下 步骤 同 o- 甘 露 
糖苷 酶 活性 测定 , 唯一 不 同 的 是 最 后 于 500 mm 处 读 取 光 密度 值 . 

(2) 粗 酶 制品 的 分 离 : 在 30°C 揪 床 培养 24 小 时 后 , 菌 液 离心 
10 000 r/min 30 4} 4h, RE RA. Li pH6.9 fy 0.01 mol/L 
BERR ABE Me (AYA 10~* mol/L OaCls). 透析 24 小 时 ,然后 冻 干 。 
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冻 干 粉 溶 于 相同 缓冲 液 中 , 使 蛋白 质 最 终 浓度 为 2mg/mL， 加 入 
(NH,) SO, B 65% 饱和 度 . 静 置 几 小 时 后 ，:10 000 r/min 离心 
830 分钟 ,所 得 沉淀 溶 于 最 少量 的 pP 也 5.5 柠 檬 酸 -磷酸 缓冲 液 中 (内 
含 10-smol/ 工 OaCls) ， 再 用 pH5.5 的 0.05mol/ 工 柠檬 酸 -磷酸 
缓冲 液 (Py fe 10° mol/L. CaOl,) 透析 ， 所 得 粗 酶 制品 贮 于 — 10°C 
备用 . 

【讨论 ]】 

QD) 从 酶 作用 产物 分 析 ， 该 粗 酶 制品 包含 有 w(1->6) 甘露 糖 
苷 内 切 酶 和 B-N- 乙 酰 氨基 葡萄 糖苷 内 切 酶 . 

(2) 粗 酶 制品 的 最 适 pH 范围 较 宽 ， 为 pDH5.5~7. 该 粗 酶 
” 制品 在 50'C 时 活性 最 高 , he 50°C 后 ,迅速 失 活 . 

(3) 以 冻 干 粉 或 全 CO 贮藏 ， 粗 酶 制品 的 活性 可 保持 工 个 月 左 
A. 

【文献 】 
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ChE) 

B. 枯草 杆菌 oie HH DH ARAL 

o- 淀 粉 酶 [a-1, 4-glucan-4-glucanohydrolase, E. O. 
3.2.1. 英 广泛 地 存在 于 动物 、 植 物 发 芽 的 种 子 和 微生物 中 ， 它 是 
一 种 淀粉 水 解 酶 ,从 淀粉 分 子 内 部 切 开 or-l, 4 键 而 产生 糊 精 和 还 
a. 因 产 物 末 端 葡萄 糖 Qi KURT A oy, MRS Ha He 
粉 酶 . 

o- 淀 粉 酶 是 工业 生产 中 应 用 最 广 ` 用 量 最 大 的 酶 类 之 一 , 特别 
在 酿造 、 纺 织 、 食 品 、 医 药 、 造 纸 等 工业 中 有 着 广泛 的 应 用 , 纯化 的 
o- 淀 粉 酶 可 应 用 于 淀粉 的 测定 . 

【试剂 和 材料 】 

菌株 枯草 杆菌 (Bacillus subtilis) BF 7658 (中 国 科学 院 微 生 
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物 研究 所 保存 ). 

培养 基 : 豆饼 粉 4.5g; 玉米 粉 9.5g; 磷酸 氨 二 钠 0.8g; 硫酸 
& 0.49; 无 水 氯 化 钙 0.28g; 水 100 mL, 

可 洲 性 淀粉 (浙江 葵 湖 淀粉 厂 ， 精 碘 ， 碘 化 钾 (分析 纯 )， 
DEAH-~- 纤 维 素 DE22(Whatman) , Sephadex G-100(Pharmacia), 

(FRE) 

(1) 测定 方法 : 

吸取 0.59% AA MAW 2mL(0.2mol/LpH6.0 磷酸 组 
冲 液 ) 40°C ARAMA 4RRE BRK lmL, 在 反应 不 同 
时 间 后 , 从 上 述 反应 液 中 吸取 0.2mz 加 到 5mL1/6000 mol/L 
碘 液 中 ,在 波长 700nm 下 测定 光 密 度 *(OD) (OD 值 最 好 在 0.1~ 
0.7 GHIA), SHU mL KRSM. 在 上 述 条 件 下 , 每 一 分 
钟 OD 值 降低 工 % 所 用 的 酶 量 定义 为 一 个 酶 活力 单位 . 

等 电 点 测定 ， 采 用 琼脂 糖 凝 胶 薄 层 等 电 聚 焦 法 . 

分 子 量 测定 : SDS ERIK, 基本 按照 Weber 描述 的 方法 

纯度 鉴定 ， 采 用 娟 丙烯 酰胺 凝 胶 盘 状 电泳 方法 ， 凝 胶 浓 度 为 
7% ,用 考 马 斯 亮 蓝 染 色 ，7 9 乙酸 脱色 . 

(2) 菌 的 培养 : 

250 mL 三 角 瓶 中 装 入 25 mL HHH, 1.2 公斤 30 分 钟 灭 菌 
后 , 接 入 BF7658 斜面 菌 种 一 环 , 振荡 培养 48 VN, Ze 5000 r/min 
下 进行 离心 , 除去 菌 体积 残渣 ,得 粗 酶 液 待 用 .. 

(3) 分 离 纯 化 : 

硫酸 贸 沉 淀 ， 粗 酶 液 定 体 积 后 置 于 冰 浴 中 ， 边 轻 轻 搅拌 边 加 
ATR ERE 60% 饱和 度 , 放 入 冰箱 , 沉淀 酶 蛋白 ,而 后 在 1410 000 
r/min 下 冷冻 离心 ,得 到 酶 蛋白 , RRR 1/10 BAR 
饮水 , 得 到 酶 液 样 品 . 

淀粉 吸附 :在 低温 条 件 下 , 按 酶 液体 积 每 毫升 称 取 工 克 淀 粉 ， 
水 浸泡 后 , 进行 酶 的 吸附 , 表 O.2 mol/L pH 6.0 磷酸 缓冲 液 洗 脱 ， 
REK EE A AAR EA, 
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丙酮 分 段 ;由 淀粉 洗 脱 下 来 的 酶 液 , 加 入 冷 丙酮 到 80~50% 
(V/V), 沉淀 酶 蛋白 ,冷冻 离心 并 弃 去 上 清 液 , 沉淀 的 酶 蛋白 用 适 
量 水 溶解 . 

DEAE- 纤 维 素 柱 层 析 ，DHEAHE- 纤 维 素 .DEu 预先 用 0.5 
mol/L NaOH-0.5 mol/L HOl-0.5 mol/L NaOH 交替 浸泡 半 小 
时 ， 酸 碱 更 换 及 最 终 均 用 蒸馏 水 洗 至 中 性 . 将 纤维 素 悬浮 在 0.2 
mol/L pH 6.0 磷酸 缓冲 液 中 ; 搅 匀 , 装 柱 (2.8x25ocm), 用 相同 的 
缓冲 液 平衡 ， 取 丙酮 分 段 样 上 柱 , 用 含有 0.01mol/ 工 醋酸 钙 相 同 
的 缓冲 液 洗 脱 , 分 管 收集 , 在 280 nm 测 吸 光度 并 测 酶 活力 及 蛋白 
ii. 

Sephadex G-100 凝 胶 过滤 : 纤 维 素 柱 上 洗 脱 下 来 的 样品 ,将 其 ， 
中 具有 o- 淀 粉 酶 活力 的 部 分 汇合 , 取 适 当量 , 上 柱 (2.2x1L0cmy) 
进行 凝 胶 过 滤 , 把 具有 活力 部 分 收集 起 来 , 对 0.01 mol/L MRE 
水 溶液 透析 ， 冷 冻 干 燥 ， 即 得 到 纯 酶 样品 ， 上 述 提纯 步骤 总 结 于 
表 38, 


表 38 a-KHRRAS RRR 


活 力 蛋白 质 收 率 罗 “| 毕 活 力 | 纯化 
a tO OR 一 一 
总 |ammD| 总 mgjmz| wm | 蛋白 质 wmg | 倍数 
原 酶 液 10.6X105 | 1064 |7400| 7.4 |100|100 144| 1.0 
PRUE 8.9x105| 4935 | 855| 5.7 | 84] 11.6] 866] 6.0 
淀粉 吸附 6.5x105| 2294 | 400| 1.4 | 61] 5:4| 1639] 11.4 
AMIE 6.3x105| 9748} 65| 1.0 | 59| 0.8 | 9748 | 67.7 
DEABE- 纤 维 素 柱 层 析 | 5.8x105| 2922] 33] 0.16 | 5 


Sephadex G-100 4.7X105| 696 | 22| 0.03 


【讨论 】 

1) 提纯 了 的 酶 在 凝 胶 电 泳 上 呈现 两 条 区 带 ， 主 带 的 比 活力 
大 约 是 次 要 带 的 50 倍 . 它们 的 等 电 点 分 别 是 和 .2 和 和 .5. 分 子 量 
均 为 96 000, 酶 作用 的 pH 范围 是 5.5~7.0,， 最 适 pH W 6.0. & 
适 温 度 为 60~65"C， 钙 保护 的 浓度 在 0.01~0.015mol/ 工 . 酶 在 
80~60°C 保温 半 小 时 是 稳定 的 , DFS Ja FE 70,75, 80°C 时 , 酶 的 存 
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活 率 分 别 是 99.2% 83.7% 460.7%. & RB 1.0x109 
mol/L) Ca?*_ Mna+ 有 激活 作用 ， 而 Het, Cu2*, Als* 等 有 钝 化 
作用 . 

(2) 由 枯草 杆菌 BF7658 产生 的 o- 淀 粉 酶 的 某 些 性 质 ， 如 含 
有 一 个 主要 成 分 和 一 个 次 要 成 分 ,以 及 酶 作用 的 最 适 了 再: 温度 等 与 
前 人 的 结果 大 致 是 相同 的 . 但 需 注意 的 是 ,在 BEF7658 的 发 酵 液 中 
含有 丰富 的 蛋白 酶 ,存放 过 的 酶 制剂 ,在 凝 胶 电 泳 中 为 不 均一 的 区 
带 , 故 应 采用 新 鲜 发 酵 液 进行 分 离 纯 化 ,才能 得 到 较 满意 的 结果 . 

【文献 】 
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(ERR) 
. 红色 红 曲 零 or- 葡萄 糖苷 酶 的 分 离线 化 
人 glucohydrodase, E. O. 3.2. 
1.20) 为 一 种 糖苷 水 解 酶 , 其 特点 是 从 底 物 的 非 还 原 末端 开始 水 解 
底 物 的 o-1, 和 4 葡萄 糖苷 键 ,上 且 水 解 麦芽 糖 等 寡 聚 底 物 的 速度 远 高 


于 水 解 淀粉 等 大 分 子 底 物 的 速度 , 所 得 产物 为 葡萄糖 .该 酶 广 


泛 存 在 于 动物 、 植 物 、 微 生物 中 . 
【试剂 和 材料 】 


EFF: 20 4,20 HH (Monascus pee 3.897 ApBvzW it wa 


种 保存 室 提供 . 

TA: ZR (A. R. 北京 化 工厂 )， 可 溶性 淀粉 (浙江 将 着 汪 
粉 厂 ) 葡萄 糖 氧 化 酶 (110u/mL， 北 京 化 工厂 )，SE-Sephadex 
0-50, Sephadex G-100 (瑞典 Pharmacia), DEAE-47- 48x (AE 
Whatman), 

【操作 】 

(1) 测定 方法 ; 

or 葡萄 糖苷 酶 活力 的 测定 : 1% 麦芽 糖 (PH 4.5, 0.05mol/ 工 
乙酸 缓冲 液 溶液 六 mL, UNA O.5 mL, 40°C 保温 80 4} Hh, 100°C 
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加 热 10 分 钟 , 定 容 到 10mL, 取 1ml， 用 葡萄 糖 氧化 酶 法 测定 产 
生 的 葡萄 糖 ， 在 上 述 条 件 下 ， 每 小 时 产生 1mg 葡萄 糖 为 工 活力 
单位 . 

RMIT WME: 除 底 物 改 为 1% 可 溶性 淀粉 外 ,其 
余 操作 同上 . 

蛋白 质 的 测定 : 柱 层 析 时 测 层 析 各 管 的 A. >sonm， 一 般 测定 用 
Lowry 法 . 

育 丙 烯 酰胺 凝 胶 盘 状 电泳 : 凝 胶 浓 度 7 ， 电极 缓冲 液 PH. 
8.3, 电泳 后 凝 胶 用 考 马 斯 亮 蓝 R-250 WA. 

(2) 菌 的 培养 及 粗 酶 的 抽 提 : 

种 曲 培 养 ， 款 皮 10g,， 装 250mL = FATA, jm 1% 乳酸 15 
mL, 灭 菌 后 接种 红色 红 曲 霉 斜面 , 32 "0 培养 3 REA. 

sl FH. 2ke PUK, W115 Mm 1% AR, 混 匀 后 装 曲 盘 , ZK 
菌 ,接种 3 一 4 瓶 种 曲 ,32?0 培养 5 天 后 ?加 入 pH5.0.0.01mol/ 
ZB OL, 室温 浸泡 3 小 时 , Ws Pl 得 粗 酶 抽 提 液 . 

(3) 酶 的 提纯 : 

硫酸 铵 分 段 : eH METAR PI AR) 45 70 饱和 度 ， 


。 离心 去 沉淀 后 ， 再 加 硫酸 铵 到 75 多 WME, 离心 取 沉 淀 , BUT 


燥 或 真空 干燥 后 即 得 粗 酶 粉 . 

BS Z,— RE 6000 分 段 : 将 粗 酶 粉 溶 于 pH 5.00.02 mol/L 乙酸 
爱 冲 液 , 且 对 该 缓冲 液 透 析 去 盐 后 ,加 聚 乙 二 醇 6000 B20 % 浓度 
(mg/mL), 4°O 冰箱 放置 生 小 时 后 ,离心 取 沉 淀 ， 深 于 了 pH5.0、 
0.02mol/ 工 乙酸 缓冲 液 . 

SE-Sephadex 0-50 柱 层 析 : 取 上 一 步 提 纯 的 样品 对 了 互 4. 生 
0.02mol/ 乙酸 组 冲 液 透 析 后 ， 上 到 已 用 该 缓冲 液 平衡 好 的 
SE-Sephadex 0O-50 柱 上 (2.0x 240m) , 然后 用 同一 缓冲 液 BE 脱 ， 
到 无 蛋 自 质 洗 出 来 时 ， 再 用 0.5 mol/L NaCl 阶段 洗 脱 ， 分 部 收 
集 , 20 分 钟 工 管 ,保持 流速 在 15mL/ 左右 . 根据 蛋白 质 与 活力 
测定 结果 , 取 活 力 峰 部 分 合并 . 

Sephadex G-100 HEBER: 取 第 三 步 提纯 的 样 吕 15mL, 上 
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到 己 用 PH5.0, 0.05mol/L 乙酸 缓冲 液 ( 含 0.05mol/ 工 NaO]) 平 
衡 好 的 Sephadex G-100 柱 上 (2.2x95cm), 用 同一 缓冲 液 洗 脱 ， 
分 部 收集 ， 20 分钟 工 管 ,流速 约 为 12mLVh， 根据 测定 结果 , 取 活 
力 峰 部 分 合并 . 

DBEA 了 RE- 纤 维 素 柱 层 术 : 将 上 一 步 提 纯 得 到 的 样品 对 ,了 也 7.2、 
0.05mol/ 工 Tris- 互 O] 缓冲 液 透析 后 ， 上 到 已 用 该 缓冲 液 平衡 的 
DEAE- 纤 维 素 柱 上 (2.0x24cm). 用 含 0.065mol/ 工 NaOl 的 同 
一 缓冲 液 洗 到 无 蛋白 质 流 出 来 时 ， 再 用 0.065 一 0.3 mol/L NaOl 
(分 别 溶 于 400mL 起 始 缓冲 液 中 ) 梯度 洗 脱 , 分 部 收集 ,20 分钟 工 
管 ,保持 流速 在 LD mL/hbeA, 由 测定 结果 ,合并 活力 峰 部 分 , 且 
pH 4.6_0.02 mol/L 乙酸 缓冲 液 透 析 wa 

制备 型 凝 胶 电泳 : 经 DEABE- 纤 维 素 柱 层 析 提 纯 得 到 的 活力 
峰 部 分 , 经 凝 胶 电 泳 分 析 , 仍 有 两 个 成 分 将 两 成 分 所 在 部 位 的 北 
胶 切 下 来 抽 提 , 经 测定 ， 两 者 均 有 o- 葡 萄 糖苷 酶 活力 .” 为 方便 起 
见 , 称 Rn (ABER Mt A GOL, 较 小 的 为 G-II.， 用 一 般 凝 胶 色 谱 
法 不 易 将 两 者 分 开 , 故 采用 垂直 板 型 凝 胶 电 泳 法 将 两 者 分 开 .， 雍 
BRK) 7.6x16.5x0.20m, BRR T%, HRB wR pH 
8.3, 每 块 板 加 样品 5mL( 含 蛋白 8mg)， 电泳 完 后 , 由 快速 染色 
(0.1% 考 马 斯 亮 蓝 R-250 245), 7% 乙酸 脱色 ) 确定 酶 蛋 
白 在 凝 胶 上 的 位 置 ,将 该 处 的 凝 胶 切 下 ,用 了 p 孔 4.5.0.05mol/ 工 乙 
酸 缓冲 液 抽 提 .， 多 次 电泳 后 ， 将 G-I_ GCI 的 凝 胶 抽 提 液 分 别 合 
并 :过滤 后 对 p 互 4.5、0.02mol/ 工 乙酸 缓冲 液 透 析 .， 经 制 答 电 
泳 提纯 的 G-I, G-ITFH10%_, 7%, 5% 浓度 凝 胶 作 盘 状 电泳 鉴定 ， 
结果 都 为 均一 ,整个 提纯 过 程 见 表 89. 

(te) > 

在 以 上 提纯 过 程 中 , Sephadex G-100 凝 胶 过 滤 ， 这 一 步 效 果 
不 很 理想 ， 故 采用 制备 电泳 分 开 G-I_G-II 时， 这 人 一步 也 可 以 省 
根据 对 G-I.G-II 性 质 的 研究 , 表明 两 者 的 最 适 温度 为 50°C, 
ik pH5.0, # pH 4.0~7.0 Zi fe. G-I, G-II 的 耐 热 性 较 
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“| 蛋白 有 or- 葡 萄 糖苷 酶 AMEE (oH 
fas mR ”| 总 合 量 pin ine ne 


RAR He 8 We Re UBD 活 |S Se 
: (mma) | ES” | Cafes) oe) eel GS | Calg) ER 
#1 BTRERR 57, 840/888, 850} 13.5 |}100/ 1 ([146,620) 2.5 5.4 


;硫酸 铵 分 段 10,496|504, 000| 48.0 |56.9) 3.6| 55,200| 5.3'| 9.1 


聚 乙 二 醇 6000 分 段 1, 680|398, 160) 237.0 |45.0\17.5) 19,606) 11.7 20.3 


| |S | | 


SE-Sephadex 
G50 往 层 术 704|399,550| 567.4 |45.1/42.0] 11, 314| 15.9 | 35.2 


Sephadex G-100 柱 层 析 426|249, 8223| 586.0 |28.343.4| 8,860| 20.8 | 28.2 


DEAB- 纤 维 素 柱 层 析 229|169,728| 738.5 |19.154.7| 4 406| 19.2 | 38.5 


24| 12, 302) 520.2 38.5 597| 25.5 | 20.6 


Ss | |} 


8| 4,368) 554.7 41.1 182) 23.1 | 23.9 


差 ,在 55°C 保温 5 et, 60°C 保温 工 小 时 , 即 丧 失 其 大 部 分 活性 . 
SDS—iee BE HS TK A) PT HE EH, ZE 100°C 以 8DS 处 理 后 ,G-I_ G-II 
# BAR XA WM, 分 子 量 分 别 为 46 000 45 55 000, FE 80°C 
以 下 处 理 ， 则 都 显示 为 分 子 量 为 410 000 的 均一 成 分 Awe 
丙烯 酰 胶 凝 胶 等 电 聚 焦 法 分 析 , 二 者 的 等 电 点 均 为 3.9 左 右 ，G-1l 
kW SEE 22 3F = EPO WA, SOA. WARE), BTR 
苗 霉 多 糖 的 相对 速度 分 别 为 100,， 86, 108, 49, 12, 1.5, 3.5; 
G-II 的 相对 水 解 速度 Wi) A 100, 91, 102, 50, 14, 1.5, 2.7, GI 
He APSE 2H RM SO TARE KE 
Fs BAY Fi A 0.082, 0.208, 0.294, 0.725, 1.09, G-Il (EF AFR 
Wi, EH HIOK A 0.079, 0.217, 这 些 结果 表明 该 酶 对 
聚合 度 大 的 底 物 及 带 有 ou-1，6- 葡 萄 糖苷 键 分 枝 底 物 的 作用 都 较 
差 .该 酶 能 水 解 麦 芽 糖 醇 、 松 二 糖 , 但 不 能 水 解 蔗糖 、 甲 基 oH 
糖苷, 玫 明 该 酶 的 底 物 特异 性 虽 不 严格 , 但 也 不 同 于 一 些 酵 母 产生 
的 o- 葡 萄 糖苷 酶 ， 后 者 水 解 蔗糖 及 甲 基 o- 葡 萄 糖苷 的 活力 很 高 . 
G-I, HI 作用 于 可 溶性 淀粉 的 产物 只 有 了 葡萄糖， 作用 于 考 芽 糖 、 
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支 芽 三 糖 时 ,除了 主要 产物 葡萄 糖 外 , ERA RATE 
不 同 链 长 的 转移 产物 .该 酶 水 解 产物 的 构 型 为 喧 型 Saya 
粉 酶 相反 抑制 剂 试 验 表 明 ,，Oua+、Hga+、Ag+、Znar Tris SDS 
及 松 二 糖 等 对 G-I_G-II 都 有 强烈 的 抑制 作用 ; D- 葡 萄 糖 酸 -5- 内 
a. Pb” 也 有 一 定 的 抑制 作用 ，POMB (对 - 毛 汞 亲 甲 酸 )、EDTA 
则 没有 抑制 作用 ，Basa+ 对 G-I, G-Il 有 显著 的 激活 作用 G-T, 
G-II 均 为 糖 蛋 白 ， 含 糖 量 分 别 为 9.1%，8.5 多 .根据 以 上 讨论 ， 
GIS G-II 的 性 质 非常 接近 ， 而 与 葡萄 糖 淀粉 酶 有 着 明显 的 区 
a, 
【文献 】 
唐国 敏 , 微 生物 学 通报 ，5(4), 833~34, (1978). 


曾 宇 成 、 张 树 政 , 微生物 论文 集 ,p. 59~74， 科 学 出 版 社 ,1985。 
曾 宇 成 \ 张 树 政 , 微 生物 论文 集 ,p59~74, 科学 出 版 社 1985. 


( 曾 字 成 ) 

7. 芯 零 多 糖 酶 的 分 离 纯 化 

产 气 气 杆 菌 (4eropwcter aerogenes) 苗 霉 多 糖 酶 (Pullulanase 
E. 0.3.2.1.41) 与 植物 、 酵 母 和 其 他 微生物 来 源 的 异 淀 粉 酶 一 样 ， 
能 专 一 性 地 水 解 支 链 淀粉 分 支点 的 or- 十 6- 葡萄糖 背 键 . 但 它 又 不 
同 于 异 淀粉 酶 , 它 不 作用 于 天 然 糖 元 , 而 能 专 一 性 地 水 解 苗 霉 多 糖 
为 麦芽 三 糖 . 江西 食品 发 酵 所 对 该 酶 的 培养 条 件 和 粗 酶 制剂 的 某 
些 性 质 做 了 报道 ,我 们 对 该 酶 又 进行 了 进一步 纯化 , 并 对 其 性 质 进 
行 了 探讨 . 

【试剂 和 材料 】 

菌 种 : 产 气 气 杆菌 10016, 

斜面 培养 基 : 葡萄 糖 1g, 牛 肉 膏 le, HAKK 1g, Na010.5g， 
HIF 1.5~2.0g, MKF) 100mL, pH7.0~7.2, 

摇 瓶 培养 基 : FATEH 1.5¢, BA HK O.05g, CHs;COONH, 
0.8g, K,HPO,-3H,00.1g, KO10.05¢g, MgSO,-7H,00.05¢, 
FeSO,-:7H,00.01¢, 加 水 到 100 mL, 

苗 霉 多 糖 ，o-、B-、 及 72- 环 状 糊 精 (日 本 林原 公司 产品 )， 
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Bephadex G-100(Phamacia 产品 ), 燃 米 淀粉 (江西 食品 发 醇 所 )， 
8, 5- 二 硝 基 水 杨 酸 ， ML 省 代 琥 珀 酰 亚 胺 GBS) (北京 屁 工 三 aa 
品 ). 

【操作 】 

(1) 酶 活力 测定 方法 : 

碘 色 增加 法 ， 反 应 体系 为 十 7 糯米 淀粉 2.5mL，0.1mol/ 上 上 
醋酸 缓冲 液 (pOH5.8)0.5mL, Ze 50°C 水 浴 中 预 热 5 分 钟 , 然后 加 
r.0.5 mL 酶 液 , 准确 反应 小 时 ， 取 出 2mD 反应 液 加 到 25mL . 
0.01mol/ 硫酸 中 终止 反应 ， 再 ji A 2mL0.01 mol/L 碘 - 碘 化 
钾 深 液 ,用 蒸馏 水 稀释 到 50 mL, 室温 放置 15 分 钟 , 在 620nm 测 
定 吸光 度 ( 用 蒸馏 水 做 对 照 ). 吸光 度 每 增加 0.01 为 一 个 酶 活力 
单位 . 

3 ， 5- 二 硝 基 水 杨 酸 法 : 反应 体系 同上 ， 在 50°C 反应 一 小 时 
后 ,在 沸水 浴 中 煮沸 10 分 钟 终止 反应 . 取 1mL 反应 液 与 83mL 3， 
5- 二 硝 基 水 杨 酸 试剂 混合 ,在 沸水 浴 中 卉 15 4} oh, OB Bik, AR 
饮水 稀释 到 25 mL, 在 550 nm WM 3 IG BE CF 7 1 7k OT A. 

(2) 菌 的 培养 : 

斜面 菌 种 在 普通 恒温 箱 中 30°C 培养 2 天 . 

$234: 500 mL 三 角 瓶 中 装 100 mL 培养 液 于 旋转 摇 床 \200 
tet / 45) 30°C 培养 4 天 ， 发 酵 液 经 过 滤 后 用 硫酸 铵 盐 析 , 取 0~60% 
Bhi A PR Vt A BEB 3t 低温 干燥 得 到 粗 酶 制剂 . 

(3) 酶 的 纯化 : 

第 一 步 ， 提取. 2g 粗 酶 制剂 加 20 ml Fe IK =F 80°C 水 浴 中 
哥 温 半 小 时 , 过 滤 ， 将 滤液 对 蒸馏 水 透析 20 小 时 . 

第 二 步 , gephadex G-100 凝 胶 过滤 ， 取 TmL 透析 液 上 到 预 
42 FA 0.01 mol/LpH7.2 磷酸 缓冲 液 平衡 好 的 Sephadex G—100 
fi (.2x1100em), 并 用 相同 缓冲 液 洗 脱 收集 流出 液 ，30 Ay Bp 1 
管 每 管 5mL, SIE T WEBS} (10~20 FF). 

第 三 步 ， FE SRS Pa Ws Be He SE AH HE IB 电泳 进一步 纯化 . HK 
用 有 机 玻璃 板 制 成 ,阴极 模 为 210X 和 X 40mm, PARRA 210 x 
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40 x180mm, REA Ply 170x100x2mm, KR é6émL 活力 贬 
部 分 进行 电泳 . EYRE 7%, 电流 40~50 mA, 使 用 Tris- 甘 氨 酸 组 
tH YK (pH8.3) IK 1~1.5 小 时 ， 从 胶 边 上 切 下 一 小 条 染色 ， 放 回 
原 处 做 对 照 ， 切 下 相应 的 酶 区 带 部 分 ,用 mL ZETA KH Yd 24 小 
时 ,对 水 透析 ,用 Disc 凝 胶 电泳 鉴定 为 均一 区 带 , -提纯 3 倍 . 各 步 
提纯 结果 见 表 40. 


R40 HSS Ew At 


回 we 38(%) 


& B | Bs if 
fe IX mR 100 100 
Sephadex G—100 18 71 
垂直 板 电 泳 34 
【讨论 ]】 


苗 霉 多 糖 酶 作用 的 最 适 p 互 为 5.3~5.8, p 互 稳定 范围 在 
4.3~8.6 之 间 . 最 适 温度 为 50"0, 超过 50°C MRRA (50°C 4 
小 时 ,只 保留 10 多 的 活力 )， 酶 作用 于 糯米 淀粉 的 米 氏 常数 (下 m) 
Fy 2.0 X10" g/mL, 用 雍 胶 薄 层 等 电 点 聚焦 电泳 测定 此 酶 的 等 电 
点 为 3.8, FA SDS 凝 胶 电 泳 测 定 它 的 分 子 量 为 51000 一 52000， 人 金 
属 离子 (10-? mol/L) Hg** (0), Ou?* (5), Al?* (7) Fe** 41) HK 
酶 有 明显 的 抑制 作用 (括号 中 数字 代表 保留 的 相对 活力 )，AB- 环 状 
糊 精 对 该 酶 有 强烈 的 抑制 作用 ， 其 抑制 常数 天 ,为 0.55X10” 
mol/L, o- 和 7- 环 状 糊 精 对 酶 也 有 抑制 作用 , 但 较 弱 .， 色 氨 酸 修 
饰 剂 NBS 对 酶 活力 有 很 强 的 抑制 作用 , 表明 色 氮 酸 残 基 对 苗 霉 多 
糖 酶 的 活力 是 十 分 必需 的 .> 苗 霉 多 糖 酶 的 底 物 特异 性 是 水 解 支 链 
MMB PN ol, 6-H, MAN RE AKIR a1, 4, Bo 
1, 4 右 旋 糖 栈 中 的 o-1, OP RURKR GI. HRS 
蛋白 ,总 糖 含量 为 6.5~ 7 多 , 用 气相 色谱 测定 出 的 糖 组 分 (每 分 手 
中 残 基数 ) 如 下 : 半 乳 糖 (8) , 葡萄糖 (6) , 甘露 糖 (2)， 鼠 李 糖 (2)，, 阿 
拉 伯 糖 (1) ,在 每 克 分 子 酶 中 共 含 19 个 糖 残 基 , AA 0.2 mol/L 
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AY NaOH #e 45°C 保温 半 小 时 后 ， 在 240nm 产生 了 明显 的 光 吸 
收 , 表明 发 生 了 B- 消 除 反 应 , HAA 1 mol/L) FET, VW 
引起 丝氨酸 和 苏 氨 酸 残 基 的 减少 (分 别 为 个 和 3 个 ) ， 以 及 甘 氮 
酸 、 丙 所 酸 的 增加 (分 别 为 2 个 和 4 个 ), 表 明和 蛋白 质 中 的 碳水 化 合 
物 侧 链 与 肽 链 连 结 中 有 O-PS RE, 

(cr) 

江西 食品 发 酵 所 , 微生物 学 报 .16 (4): 282~290 (1976), 

戈 苏 国 等 , 微生物 学 报 .20(4): 415~420 (1980). 

HAAS, 微生物 学 报 . 21(1) :68~72 (1981) 。 

成 苏 国 等 , 生物 化 学 与 生物 物理 学 进展 . 4:29~32 (1984). 


(33H) 

8. -葡萄 糖苷 酶 的 分 离 纯化 

B- 葡 萄 糖苷 酶 可 以 MRE AE (Trichoderma koningii) AS 
3.4001 的 粗 纤维 素 酶 制剂 中 制备 . 该 酶 特异 性 地 水 解 B- 葡 萄 糖 
FFE, BCE BE HY Dl LIS LS. 

【试剂 和 材料 】 

菌 种 : 从 土壤 中 分 离 , 经 紫外 线 及 钴 60 照射 所 得 的 白色 变异 
株 . 

水 杨 苷 ,2- 硝 基 酚 B- 葡 萄 糖苷 , (B.D. A 公司 出 品 )， 纤维 二 
糖 ( 新 中 化 学 厂 出 品 ) ,车 杏仁 苷 ，B- 乳 糖 ，( 卫 . Merck 公司 出 品 )， 
丙烯 酰胺 (天 津 化 学 试剂 一 厂 出 品 ), 甲 叉 双 丙 烯 酰胺 (北京 化 工厂 
出 in), Sephadex G-75(40 一 120 wm), DEAE-Sephadex A-5u 
(40~120 wm) (为 瑞典 Phamacia 公司 出 品 ). 

【操作 ]】 

1) 测定 方法 : 

酶 活力 的 测定 ， 取 0.5mL 待 测 液 ， 加 入 0.5mL0.59% 的 水 
A YF 0.1 mol/L, p 互 4.6 醋酸 缓冲 液 中 ) 50°C 保温 30 分 
钟 ,用 Somogyi 法 测定 还 原 糖 . 在 实验 条 件 下 , 水解 出 的 还 原 糖 
在 660nm 的 吸光 度 值 为 荆 时 规定 为 鞋 个 酶 活力 单位 (a). 

蛋白质 的 测定 ， 采 用 Lowry 法 及 在 280nm 测 吸 光度 . 
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纯度 鉴定 ， 采 用 训 丙 烯 酰胺 圆 盘 电 汶 法 . 

分 子 量 测定 : 采用 SDS HIKE, 

(2) 粗 酶 的 制备 : 

培养 基 的 组 成 : KH2PO.2.0g, (NH.),HPO.1.0g, ZAM 
2.0g， 尿 素 0.1g,， MgSO,-7H,00.8g, CoOl2mg, FeSO,-7H,0 
5mg，Mn80O.HsO01.6mg，ZnOls1.7mg, KB WOK, AE 
400 目 )15 g, 自来水 工 荆 ,用 50% 醋酸 调 pH5~6, 

培养 条 件 : 30~31"0, 旋转 式 摇 床 190 转 /分 培养 5 天 后 过 滤 ， 

酶 制剂 ， 将 上 述 培养 物 滤液 用 80% AME RRRITE, Ab 
除去 上 清 液 , 将 沉淀 物 风 于 研 碎 即 得 粗 酶 制剂 . 

(3) B- 葡 萄 糖苷 酶 的 分 离 纯化 : 

Sephadex G-75 凝 胶 过 滤 : 称 取 9g AH, HAZE 20mL ARB 
水 中 过 夜 , 4°C, By (9000 r/min) 30 分 钟 ， 将 上 清 液 上 到 预先 用 
0.1mol/L, pH5.6 醋酸 -醋酸 钠 平 衡 好 的 Sephadex G-75 柱 


(2.5x5.5cm) 上 ,用 同样 缓冲 液 洗 脱 , 结果 见 图 66, 


0. 2530-5 


10 20 380 40 £50 管 数 


图 66 ”6- 葡 萄 糖苷 酶 在 Sephadex G-75 柱 上 的 层 析 图 谱 
@ 一 @ 8- 葡萄 糖 背 酶 活力 O—-O SARE 3280 nm 的 吸光 度 
prim BE 5~8°O, 流速 5mL/15 分 钟 ,每 管 收 集体 积 mL 
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DEAE-Sephadex A-50 离子 交换 层 析 ; 将 图 66 中 具有 B- 葵 
萄 糖苷 酶 活力 部 分 (9 全 20) 管 合并 , 共 60mL,， 上 到 用 0.1mol/L， 
pH5.6 醋酸 -醋酸 钠 绥 冲 液 平衡 好 的 DEAE_Sephadex A-50 柱 
(2.2Xx47om) 上 . 先 用 起 始 缓冲 液 洗 脱 ,， 然 后 改 用 浓度 梯度 盐 液 
洗 脱 ,结果 见 图 67. 


电导 率 x104 - 


1.0 


2D 40 60 90 110 130 150 管 数 


67 8- 葡萄 糖 将 酶 在 DEAE-Sephadex A-50 柱 上 的 层 析 图 谱 
O- -O 盐 梯 度 


ConA-Sepharose 亲 和 层 析 :， 将 图 67 中 具有 -葡萄 糖苷 酶 
活力 部 分 (48~30) 管 合并 , 共 105mL, 上 到 用 0.1mol/LpH5.6 本 
酸 - 酷 酸 钠 缓冲 液 (含有 0.1mol/ 工 Na01，2mmol/ 工 MgOl。) 平 衡 
好 的 ConA-Sepharose 柱 (2.0x12 cm) 上 ,用 起 始 缓冲 液 洗 脱 , 结 
果 见 图 68. 

Sephadex G-100 凝 胶 过 滤 : 将 图 68 中 具有 B- 葡 萄 糖苷 酶 活 
力 部 分 (t0~80) 管 合并 , HE 100 mL, UK FIR RAF mL Ak 
, £2) Fi 0.02 mol/L pH 4.6 醋酸 缓冲 液 平衡 好 的 Sephadex 
G-100 #:£ 1.5 x 2000m) ,用 起 始 缓冲 液 洗 脱 ， 结 果 见 图 69, 

收集 图 中 B- 葡 萄 糖 背 酶 活力 部 分 (42 人 46) 管 合并 ， 冷 冻 干 
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80 100 120. 管 数 … 


图 68 ”8- 葡 萄 糖 音 酶 在 Con A-Sepharose 往 上 的 层 析 图 谱 
操作 条 件 及 图 表示 法 同 图 66 


hy 40 50 60 & & 
区 69 8- 葡萄 糖苷 酶 在 Sephadex G-100 柱 上 的 层 析 图 谱 
操作 条 件 及 图 表示 法 同 图 66 
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燥 , 如 需 高 纯度 样品 , 在 该 柱 上 再 重复 分 离 一 次 可 得 满意 效果 . 
提纯 后 的 B- 葡 萄 糖苷 酶 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 上 显示 为 单 
带 . 
(4) 酶 的 提纯 :全 过 程 总 结 见 表 41. 


RA RB WHaRTR HRA 


th tf 回收 率 
(u/mg) (%) 
26.1 100 
61.5 48.2 
109.8 25.2 
1513.2 - 21.0 
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Sephadex G—75 
DEAE-Sephadex A-50 
ConA-Sepharose 
Sephadex G-—100 


【讨论 ] 


一般 性 质 : 6- 葡萄 糖苷 酶 的 分 子 量 为 77 000, 最 适 作用 


温度 60°C, Bie EH pH5.0, pH Be Ww 4.0~9.0(20°C), 75°C © 


处 理 30 4} BYE ABBA, 

(2) 底 物 特异 性 ; AHI ER TT D1 7k fee BE (AEE 
有 -乳糖 ) 、 酚 苷 (2- 硝 基 酚 -B- 葡 萄 糖苷、 水 杨 苷 ) RE GEA ECB) 
等 多 种 葡萄 糖苷. 

(3) 这 里 介绍 的 8- 葡萄 糖苷 酶 的 纯化 方法 摘自 纤维 素 酶 连 
续 分 离 纯化 程序 , 其 中 亲 和 层 析 一 步 可 以 非常 有 效 地 将 B- 葡 萄 粮 
苷 酶 与 纤维 素 酶 系 中 所 有 其 他 组 分 分 离 ， 因 为 酶 系 中 仅 此 酶 为 非 
糖 蛋白 ,不 被 该 柱 吸附 ， 此 外 ,Sephadex G-100 柱 必须 足够 长 , 才 
能 获得 满意 的 分 离 效果 . oom 

TEKS (1980) 报道 过 另 一 分 离 纯化 B- 葡 萄 糖苷 酶 的 方法 ， 
FARES UR. 
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9. 硝 基 茶 酚 糖 苦 化 合 物 的 有 机 合成 

糖苷 酶 在 分 析 糖 链 结构 中 具有 其 独特 的 价值 .在 糖苷 酶 的 测 
定 中 常用 的 底 物 有 三 类 : 人 低 分 子 天 然 底 物 ， 例 如 乳糖 、 棉 籽 糖 、 
RAMA; @O 高 分 子 天 然 底 物 ,如 半 乳 糖苷 神经 酰胺 ( 糖 脂 ) 和 去 
唾液 酸 去 半 乳 糖 的 on 酸性 蛋白 及 去 唾液 酸 的 羊 俩 下 腺 粘 蛋 和 白 ( 糖 
蛋白 ) 等 ; 轩 人 工 合成 的 , 配 基 为 发 色 团 的 底 物 , 这 种 底 物 一 般 常 
用 芳香 族 类 的 糖苷 ， 如 苯酚 -or-N- 乙 酰 氨基 半 乳 糖苷 、 对 硝 基 薄 
酚 -B-D- 葡 萄 糖苷 .和 甲 基 锌 形 酮 -8-D-N- 乙 酰 氨基 葡萄 糖 背 等 . 
利用 土 2 类 底 物 时 ,只 能 定量 检测 被 糖苷 酶 水 解 出 来 的 糖 . 这 种 
糖 定量 法 往往 必须 先 除 去 反应 体系 中 未 水 解 的 底 物 以 及 酶 蛋白 ， 
手续 复杂 , 即使 利用 偶 联 酶 促 反应 , 可 避免 除去 未 水 解 的 底 物 及 酶 
蛋白 的 一 些 步骤 , 但 需要 适当 的 工具 酶 及 相应 的 辅助 物质 《如 邻 联 
BIR, NAD*, ATP 等 )， 操 作 起 来 也 不 方便 . 利用 第 3 类 底 物 
一 一 人 工 合成 的 芳香 族 底 物 时 ,除了 可 用 糖 定量 法 检测 外 ,还 可 用 
配 基 定 量 法 .例如 , 测定 被 酶 水 解 出 来 的 原来 结合 在 糖 上 的 苯酚 、 
对 硝 基 素 酚 或 全 甲 基 锌 形 酮 等 的 含量 . 用 配 基 定量 法 检测 酶 活 
性 , 则 不 需要 在 反应 体系 中 除去 酶 蛋白 及 未 反应 的 底 物 ,通常 测定 


苯酚 可 用 全 氨基 安 蔡 比 林 或 Folin—Ciocaltean 试剂 ， 至 于 测定 对 - 


硝 基 葵 酚 和 全 甲 基 锌 形 酮 , 只 要 把 溶液 的 pH 调节 到 10~11, 就 
可 用 分 光 光 度 法 或 艾 光 法 测定 ,因此 不 仅 手 续 简 便 且 灵敏 度 也 高 。 
为 此 ,我 们 特 介绍 作为 糖苷 酶 底 物 的 对 硝 基 葵 酚 糖苷 的 合成 方法 . 

以 葡萄 糖 为 例 ， 合 成 其 对 硝 基 葵 酚 -B6- 或 o 糖 苷 分 别 经 过 以 


PAR: 
夜 -o- 乙 酰 | ，| atstsem—| | 对 硝 基 苯 酚 - 
8-D- 四 Z, 8-D- 葡 萄 
.ji| Mea 酰 葡萄 糖苷 a 
prs fe Z, |/ a TE, 
葡萄 将 上 | Reagete K iy ee] 
\ BoD De 竹 
一 -一 一 > a- 
oka ree 


BOS TH EAS BPE AY, FORE AS BAT BY, 以 无 水 酯 酸 
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钠 为 催化 剂 , 在 高 温 条 件 下 生成 6- 五 乙酰 糖 ， 此 生成 物 与 卤化 剂 
(Br 或 00) 反应 凡生 成 卤 -o- 乙 酰 化 糖 ， 后 者 再 与 对 硝 基 苯 酚 钠 反 
应 ,生成 对 硝 基 葵 酚 B- 乙 酰 化 糖苷 ,最 后 再 脱 乙 酰基 , 生成 对 硝 基 
苯酚 B- 精 昔 . 

合成 对 硝 基 苯酚 糖苷 时 ,/ 使 6- 五 乙酰 糖 在 熔融 状态 ， 以 毛 
化 锌 为 催化 剂 ， 与 对 硝 基 苯 酚 缩合 ， 生 成 对 硝 基 葵 酚 o- ZB 
苷 ， 后 者 脱 乙酰 基 , 生成 对 硝 基 苯酚 o- BY. 

© 糖 的 乙酰 化 ， 还 原 糖 常 存在 着 几 种 不 同 的 环 状 结构 ,所 得 
到 的 乙酰 化 异 构 体 的 种 类 则 依赖 于 乙酰 化 时 所 用 的 温度 和 催化 


Hl. 


H SO, ZnCle, ML BE (4) 
rye Be bale | PRR Ts aa athe ET 
B-D- 5 ms Rea A) LLL 五 乙酰 6-D- 葡 萄 糖 


二 | uf | Zn01, H,SO, 或 HOI 


,Z Cl WN 冷 
a-D-#e 一 酸 -一 一 -一 五 乙酰 o_D-_ 葡 萄 糖 


图 ?70 葡萄糖 的 乙酰 化 


以 葡萄 糖 为 例 ,在 低温 (0"0) 条 件 下 , 反应 工 和 反应 IT 仅 能 很 
缓慢 地 达到 蜡 构 平衡 ,而 进行 乙酰 化 及 应 III 或 IV 并 不 发 生 异 构 
化 ; 因此 , 使 用 吡啶 作为 催化 剂 时 , 在 低温 条 件 下 ,o- 醛 已 糖 仅 可 生 
AL oH ZB RE, 6- 醛 已 糖 生成 6- 五 乙酰 糖 . 

在 高 温和 酸性 催化 剂 条 件 下 , 乙酰 化 糖 之 间 易 发 生 异 构 化 ( 反 
应 联 ), 所 得 到 的 产物 依赖 于 反应 I 的 平衡 点 ， 以 葡萄 糖 为 例 ,五 
乙酰 糖 混合 物 在 平衡 状态 下 ， 含 有 90%o- 和 10%B- 五 乙酰 葡萄 
糖 ， 许 多 五 乙酰 糖 在 平衡 状态 下 都 是 o- 型 占 优势 , 所 以 常用 酸性 
催化 剂 (例如 氯 化 锌 ) 和 比较 高 的 温度 (20~110*C) 从 -或 6- 粮 
来 生产 o— ZEAL BE. 

在 高 温和 以 栈 酸 钠 为 催化 剂 情况 下 ,反应 工 的 o- 和 .B- 糖 之 间 
趋向 平衡 ,而 乙酰 化 糖 之 间 (反应 ID 的 平衡 却 不 进行 ， 由 于 OBR 
的 乙酰 化 比 o- 精 的 乙酰 化 快 得 多 ,所 以 主要 产物 是 6- 乙 酰 化 糖 . 

o- 乙 酰 化 糖 尚 可 从 B- 乙 酰 化 糖 以 反应 I 工 而 制备 ， 

@ 乙酰 糖 贞 化 ， 乙 酰 化 糖 的 还 原 端 碳 原子 上 的 乙酰 基 ( 醛 糖 
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的 工 号 碳 原子 和 酮 糖 的 2 号 碳 原子 ) 比 其 他 乙酰 基 活 滩 , 能 够 被 沿 
原子 取代 ， 所 产生 的 化 合 物 一 一 乙酰 糖 贞 化 物 是 糖 及 其 衍生 物 合 
成 过 程 中 重要 的 中 间 物 质 ， 由 于 氟 化 乙酰 糖 活泼 性 太 差 而 磺 化 乙 
酰 糖 又 不 太 稳 定 , 故 用 Br Ol 作为 卤 代 原子 ,而 不 用 下 或 工 

制备 溴 化 乙酰 糖 的 试剂 是 溶解 HBr 在 冰 酷 酸 ， 该 试剂 与 
o- 乙 酰 化 糖 和 -乙酰 化 糖 都 很 容易 反应 而 产生 溴 -o- 乙 酰 糖 和 
溴 -6- 乙 酰 糖 ， 二 者 还 可 以 可 北 地 相互 转化 .但 从 热力 学 角度 看 ， 
o- 型 异 头 物 更 稳定 , 故 B- 型 易 向 o- 型 转化 , 而且 B= 型 异 头 物 在 分 
离 过 程 中 易于 水 解 . 所 以 得 到 的 产物 通常 是 o- 型 . 

制备 毛 -o- 四 乙酰 氨基 葡萄 糖 常 以 醋 酬 为 溶剂 , HO] 为 供 氯 试 
剂 。 由 于 溴 -w- 四 乙酰 氨基 葡萄 糖 不 稳定 , 故 不 用 BR. 

@ 对 硝 基 葵 酚 乙 酰 化 糖苷 的 制备 : 

Koenigs-Knorr 反 应， 卤化 乙酰 糖 的 卤 原子 可 被 烷 氧 基 、 芳 
氧 基 和 了 酰 氧 基 取代 , 反应 过 程 中 OL 的 构 型 发 生 Walden 转换 ， 原 
来 是 w- 构 型 的 卤化 乙酰 糖 , 反应 后 生成 6- 构 型 的 糖苷, 故 本 法 适 
于 制备 BRE. 

Helferich 法 : 乙酰 化 醛 糖 中 Qi 乙酰 基 比 其 他 己 酰 基 活 泼 ,不 
仅 易 被 卤 原子 取代 ， 在 加 热 和 酸性 催化 剂 (SUC REST FF OSE ERC 
酸 ) 存在 下 还 易 被 葵 氧 基 取 代 ， 反应 产物 的 构 型 究竟 是 驻 还 是 有 - 
型 , 与 反应 条 件 关 系 很 大 , 否则 会 产生 相当 多 量 的 二 种 异 头 物 ， 如 
用 对 甲 基 苯 磺 酸 为 催化 剂 及 短 时 间 加 热 有 利于 B- 异 头 物 生成 ; 如 
用 氯 化 锌 为 催化 剂 和 较 长 时 间 加 热 ， 有 利于 RL ER. RB 
时 真空 蒸 馅 除去 醋酸 可 改善 得 率 . | 

@® 脱 乙 酰 化 ， 脱 乙酰 基 时 , 必须 使 糖 的 羟基 的 完整 性 不 受 影 
响 ,对 于 氨基 糖 , 还 要 使 N- 乙 酰基 不 致 脱落 下 来 , 故 通常 用 酯 交换 
反应 进行 这 一 过 程 . 在 无 水 甲醇 溶液 中 ,以 甲醇 钠 或 甲醇 饥 为 催 
化 剂 , 可 使 乙酰 化 糖 与 甲醇 发 生 酯 交换 反应 ， 以 生成 相应 的 糖 和 卫 
酸 甲 酯 ， 


NaOMe 
ROAc + MeOH Fi Ba (OMe), ROH+ AcOMe | 
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对 于 反应 产物 不 容易 在 甲醇 溶液 中 结晶 的 糖苷 ， 则 用 和 氢 氧 化 
饥 的 无 水 甲醇 溶液 脱 乙 酰基 ， 反 应 完毕 后 ， 再 用 离子 交换 法 除去 
Bat*, 然后 减 压 蒸发 甲醇 ,再 用 其 他 溶剂 结晶 反应 产物 . 

所 的 无 水 甲醇 溶液 也 可 用 于 酰 化 糖苷 的 脱 乙 酰基 : 


ROAc-+-NH, 205. ROH + AcNH, 


下 面 举 儿 个 具体 例子 . 

Ci) 对 硝 基 苯酚 -6-D- 葡 萄 糖 背 (P-nitrophenyl-B-D- 
glucopyranoside) 的 合成 

B8-D- 五 乙酰 葡萄 糖 (Penta-O-acety]l-B-D-glucopyranose) 
的 制备 ，4g 粉末 状 的 无 水 醋酸 钠 与 5g 干燥 的 葡萄 糖 混合 放 入 
200 mL 的 圆 底 烧 瓶 , 加 入 25 m1. BEBE, BRK AIHA aE, 并 经 常 
搅动 , 约 30 分 钟 后 可 见 溶液 已 泪 清 , 继续 沸水 浴 2 小 时 ,得 棕 黄 溶 
MR, AGE A 250mL 冰 水 的 烧杯 中 , 搅拌 , A 3 小 时 后 , 烧杯 下 部 
的 糖浆 逐渐 粘 笛 而 析出 结晶 ， 倾 去 上 层 液 体 ,用 冷水 洗 结晶 二 次 ， 
wie, 收集 结 唱 ， 干燥 得 淡 黄 色 粗 制品 . 

粗 制 品 在 乙醇 中 重 结晶 二 次 (如 颜色 较 深 ， 可 使 用 活性 炭 )， 得 
白色 棱柱 形 结晶 7g, 熔点 182°C, [aly 为 十 4 (Ah). 

省 -=-D- 四 乙酰 葡萄 糖 (tetra-O-acetyl-o-D-glucopyranosy1 
bromide) 的 制备 . 

3g 红 磷 悬 于 30mL KR, 于 冰 水 浴 中 逐 滴 加 入 18g 溴 , 完 
毕 后 放置 半 小 时 , 用 细 砂 芯 漏斗 抽 气 过 滤 , 滤液 即 为 省 试剂 , 如 不 
立即 使 用 , 密封 低温 保存 . 

取 5g B- 五 乙酰 葡萄 糖 放 入 有 玻璃 塞 的 烧瓶 中 ,加 入 7.2mD 
溴 试剂, BRE, 全 部 溶解 后 室温 放置 2 小 时 ,然后 加 入 15 mL 
氯仿 .此 混合 物 倒 入 500 mL 冰 水 中 , 用 分 液 漏斗 将 氯仿 层 分 出 ， 
用 同样 体积 的 冰 水 洗 二 次 ( 振 摇 ) ， 再 用 等 体积 的 人 饱和 NaHOOs 液 
洗 一 次 ,分 出 氯仿 层 ,加 入 无 水 硫酸 钠 使 氯仿 液 脱 水 ,过 滤 ， 滤 液 中 
加 入 0.3g 活 性 炭 , 轻 轻 搅 拌 工 小 时 后 过 滤 , 滤液 在 50~60°O KH 
中 减 压 燕 发 ,所 得 糖浆 深 于 等 体积 的 乙醚 中 ,0?OC 放置 24 小 时 , A 
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色 结 晶 用 布 氏 漏斗 收集 ， 熔 点 84°C, 在 乙醚 或 二 异 丙 栈 中 重 结 品 
得 纯 产 物 ,得 量 4.7g， Mim: 88~89°C, [a]? +198° (Ati). 

对 硝 基 苯酚 -6B-D- 四 之 醚 葡 萄 糖苷 (P-N itrophenyl tetra—O- 
acetyj-B-D-glrcopyranoside) 的 制备 ， 

取 5g 省 -四 乙酰 葡萄 糖 及 3 .8g 对 硝 基 葵 酚 在 50 mL Pig 
PRE 5~10 分 钟 ,然后 加 入 mol/L NaOH 3 28 mL, 继续 摇 搅 
2~3 分 钟 到 全 部 溶解 ，5*0 放置 24 Jit, LAKES RE, 过 
滤 收 集结 唱 ， 用 水 洗 到 结晶 旦 白色 , 用 乙醇 重 结晶 , 得 雪白 的 细 长 
棱柱 体 结晶, 得 2.2g, 熔点 174~175°C, [四 区 为 一 40.8( 氧 仿 )， 

对 硝 基 茶 酚 -B-D- 葡 萄 糖苷 的 制备 : 

将 3g 对 硝 基 葵 栈 6B-D- 四 乙酰 葡萄 糖 背 悬 于 50 mL 无 水 甲 
RE, 37°C 保温 巨 分 钟 后 ,加 入 LTmol/ 工 甲醇 钠 无 水 甲醇 液 2mL， 
混 久 溶解 ，0?C 放置 一 天 ， FSET AR SE 过 滤 收 集结 晶 , 用 无 水 乙醇 
重 结晶 , 得 量 0.8 克 ， 熔点 165"0，[o] 多 为 一 79.6。 CAR). [有 文 
献 报道 ,熔点 164°C, 比 旋光 度 _103。 (水 )]. 

Gi) 对 硝 基 葵 酚 -6-D- 半 她 ti 苷 (P-nitrophenyl-6-D- 
galactopyranoside) 的 合成 

其 步骤 与 合成 对 硝 基 葵 酚 -6B-D- 葡 萄 糖苷 相同 ) 也 经 历 五 乙 
Sith, path, XY BH St AE B}—8— py CBE BE EE Qt TEE — Bak a oes 
几 个 步骤， 每 步 操 作用 量 同 上 ， 各 步骤 的 产物 分 别 为 ， 

C- 五 乙酰 半 乳 糖 (penta -O_aoety]-G-D-galaotopyranose) 
得 量 5:5g, 熔点 141°C, [a]? > +025 6° (氯仿 ). 

澳 -o- 四 乙酰 半 乳 糖 (tetra-O-acety]-o-D-galaotopyranosy]l 
bromide) , 得 量 4g， 燃点 83~84°C, [ai] 2 为 +215° (氯仿 )， 

对 硝 基 葵 酚 -6- 四 乙酰 半 乳 糖苷 (P-nitrophenyl tetra-O- 
acetyl-8-D-galactopyranoside) » fH 2.1¢g, 熔点 144~145°C, 
[on 为 一 8.3" (Agi). 

对 硝 基 葵 酚 -6B-D- 半 乳糖 苷 ， 得 量 1g, ¥8 4 170°C, [a]? 54 
一 94.7". (如 脱 OBE RTE TUK A ag oh 28 un, IE Ry 18L~ 
182°C, ) 
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(iii) 对 硝 基 苯 酚 B-D-N- 乙 酰 氨基 葡萄 糖苷 (P-nitrophenyl 
oa-acetamide-o-deoxy-B-D-glucopyranoside) 的 合成 


H OH:OAo CH:OAo 
H 
H AcOAg “lol et 
HO NOH_# "(NaOAe) aa H et H 
ap | 


0-0—cH; 
WAM He AMZ © ”8- 五 乙酰 葡萄 糖 用 M-a- 7 HES AR 


H;0H 


NO, H 
MeOH H 

一 一 一 

(MeONa) 生 OH H 


iT An 

O=0-OHs 
对 确 基 葵 酚 四 乙酰 6 一 D- SHSM A-D-N- 
MM KT 乙酸 氨基 葡萄 精华 


AA 对 硝 基 葵 酚 -6-D-N- 乙 酰 氨基 葡萄 糖 划 合成 步骤 


毛 -o- 四 乙酰 氨基 葡萄 糖 (acetochloroglucosamine) f¥ fi] 4. 
于 燥 的 粉末 状 的 氨基 葡萄 糖 盐酸 盐 30g 与 无 水 栈 酸 钠 15g 悬 于 
300 mL 酷 酸 本 中 ,配置 回流 装置 ,沸水 浴 加 热 2 小 时 ,经 常 搅拌 , A 
半 小 时 后 溶液 已 澄清 ,反应 得 到 的 棕 黄色 溶液 冷却 到 OW~S°C, 通 入 
干燥 的 HO! 到 饱和 , 盖 紧 ,室温 放置 48 小 时 以 上 ,加 入 400 mL a 
仿 ,随后 倒 入 盛 有 工 升 冰 水 的 烧杯 中 ,用 分 液 漏 斗 分 出 的 氯仿 液 中 
MAA NaHCO; 溶液 , 摇动 混和 , 再 分 出 氯仿 液 , 如 此 3~4 次， 
直到 无 00s 气泡 产生 为 止 。 最 后 用 水 洗 氯仿 液 , 分离 得 淡 黄 色 氧 
仿 液 ,加 入 无 水 MgSO. 及 活性 炭 各 5 克 , 撑 动工 小 时 , 过 滤 ， 所 得 
”的 无 色 滤 液 减 压 蒸发 成 糖浆 ,加 入 少量 无 水 乙醚 ， 即 可 得 到 氯 -or- 
四 忌 酰 氨基 葡萄 糖 结晶 置 于 干燥 器 中 保存 .产量 25~30g， 熔 点 
124~1262，[o] 如 为 +118° (A). 

对 硝 基 茉 酚 四 乙酰 6-D- 氨 基 葡 萄 糖苷 (P-nitrophenyl 2, 3， 
4，6-tetracetyl-B-D-glucosaminide) 的 制备 :25g(68.5mmol/ 工 ) 
氯 -x- 四 乙酰 氮 基 葡萄 糖 和 19g 138 mmol/L) i AA FE 250 
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mal Fi PRE 5~10 分 钟 ， 然 后 加 入 1 mol/L NaOH 138 mL, 继 
续 摘 动 ?~ 3 分 钟 ,到 全 部 溶解 ，5C 放置 24 小 时 ,可见 天 量 细 长 
的 针 状 结晶 , 过滤 收 集结 唱 ， 用 水 洗 到 呈 白 色 , 干燥 。 此 为 对 硝 基 
4B 2, 3, 4, 6- 四 CBi-B-D-AA aE. GR 12~18¢, 
FA 236~ 239°C, [a]2° 4 — 47° (吡啶 ) . 

对 硝 基 茶 酚 -N- 乙 酰 -6- 氨 基 葡 萄 糖苷 的 制备 ， 上 上 述 四 乙酰 
糖苷 结晶 10g, AF 250mL 无 水 甲醇 中 , 87°C 水 浴 加 热 扎 分钟 ， 
加 入 10mLlmol/ 工 甲醇 钠 的 无 水 甲 醉 溶 液 ,搅动 到 全 部 溶解 ( 约 5 
分 钟 ) ,5”0 放置 24 小 时 ,收集 结晶 ， 即 为 对 硝 基 苯酚 -N- 乙 酰 -B- 
氨基 葡萄 糖 背 .得 量 6.5g， 熔点 210~ 212°C, [a]? 4 —15° 
sre (+ abi 

以 上 有 关 数 据 也 有 如 下 报道 ， 

四 乙酰 氮 基 葡 萄 糖苷: 熔点 183~184°C, [四 下 为 +118° (A 
仿 ); HE 127~128°C, [a3 为 +108° (44%). 

对 硝 基 葵 酚 -2，3，4，6- 四 乙酰 -6-D- 氨 基 葡 萄 eH: 熔点 
241°C, [a]i® 4 —46.75° (WBE); 熔点 240°C, [a] 38 AY —46.2° 
\ 丙 酮 ); A A 233°C, [a]}* 4 —40° 〈 丙 酮 ) . 

对 硝 基 苯酚 -N- 乙 酰 -6-D- 氨 基 葡 萄 糖苷 ; Hes pe 214°C, [aly 
Al — 25.5° (iB); 熔点 210°C, [ai] 2? y —18° (Pa fd : 7K 1:1); 
熔点 204°C, [a] 9 —18.6° CK), Ry 204°C 的 系 含 一 个 结 
多 水 分 子 的 结晶 . 

(iv) 对 硝 基 茶 酚 -w-D- 甘 露 糖 苷 〈(P-nitrophenyl a-D- 
mannopyranoside) 的 合成 

Batt 乙酰 甘露 糖 (penta-O-acetyl]-6- D-mannopyranose) 


的 制备 : 基本 方法 同 CCR. 5g HRB 2.52 KER 


钠 与 全 mL BARS, 沸水 浴 回 流 工 .5 小 时 , 冷却 后 倒 入 250mL 


冰 水 中 ， 搅 拌 3 小 时 后 ， 少 量 多 次 加 入 固体 Na,0O, BARB A 


止 ,此 时 有 标 色 烙 稠 的 糖浆 ， 加 入 50mL 氯仿 搅拌 10 分 钟 后 分 出 
AVA, WA 4 无 水 硫酸 镁 除 水 。 将 干燥 的 氯仿 液 减 压 蒸发 , 即 
得 B- 五 乙酰 甘露 糖浆 ， 
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对 硝 基 某 酚 -a-D- 四 乙酰 甘露 糖苷 (P-nitrophenyl tetra—O- 
acetyl—a-D-mannopyranoside) Hy Hil 4. 12.5¢ HA 酚 、 
扫 .5g- 五 乙酰 甘露 糖 放 入 圆 底 烧 瓶 中 ,于 120~180°C 油 浴 加 热 
熔融 后 ;加 六 新 鲜 燃烧 过 的 氧化 锌 粉末 5g， 搅拌 混 匀 , 见 有 大 量 气 
泡 产 生 ; 继续 油 浴 ; 同时 减 压 抽 气 . 1 小 时 后 室温 放置 , 冷却 到 约 
60°C 时 加 入 200mL 茶 ; 莱 溶液 用 等 体积 水 洗 二 次 后 ,用 等 体积 的 
1mol/LNaOH 7k wivie TK (4 #650 1 mol/L.NaOH 2~38 
升 ) 到 溶液 近乎 无 色 , 再 用 等 体积 水 洗 二 次 ， Ay HH AR IB. 

茶 层 中 加 入 Cale 及 活性 炭 各 88, MFI 小 时 后 过 滤 ， 滤 液 
fe 85~40°C KI FMR, MPMI 溶 于 无 水 乙醇 ，5 (5 
放置 24 小 时 ， 即 得 白色 棱柱 体形 的 结晶 ,用 无 水 乙醇 再 重 结 品 一 
次 ， 即 为 产品 对 硝 基 葵 酚 -o-D- 四 乙酰 甘露 狂 此 4348 10.7, Ke 
点 156~ 157°C, [alP 为 +105° (Afi). 

对 硝 基 葵 酚 -w-D- 甘 露 糖 背 的 制备 : 

5g 对 硝 基 葵 酚 -o-D- 四 乙酰 甘露 糖 普 县 于 60mL FAK H 
中 ,加 入 0.2mol/ 甲醇 钠 的 无 水 甲醇 溶液 0.5mL， ib 7K 8 AL Dit 
分 钟 ; VOU RAE RB ABW 2/3, 0°C 放置 一 天 ， 收集 结 品 ， 
用 少量 水 重 结晶 ,为 对 硝 基 葵 酚 -o-D- 甘 露 糖 背 日 色 层 状 结晶 . 得 
量 2.7g, 熔 点 183~184?0, [ald 为 +145° Gk). 

(v) ay 3E HE BH -o-D--F AL we +e (P-nitrophenyl a-D- 
galactopyranoside) 的 合成 

B- 五 乙酰 半 乳 糖 的 制备 ， 见 本 书 第 204 页 . 

对 硝 基 苯 酚 o-D- 四 乙酰 半 乳 糖苷 (P-nitrophenyl tetra-O- 
aoetyl-o-D-galactopyranoside) 的 制备 : 与 制备 对 硬 基 苯酚 -o-D- 
四 乙酰 甘露 糖苷 的 方法 相同 ,用 5g 对 硝 基 葵 酚 ,5g B- 五 乙酰 半 乳 
糖 及 2g 氯 化 锌 参加 反应 ,得 白色 结晶 对 确 基 葵 酚 -orD- 四 乙酰 半 
BI wee 2 be, He 188°C, [a]? 为 十 208”( 氯 仿 ). 

对 硝 基 苯酚-o-D- 半 乳糖 苷 的 制备 : 

将 2g 对 硝 基 苯酚 -w-D- 四 乙酰 半 乳 糖苷 屋 本 100mDL 无 水 甲 
醇 ,在 冰 水 浴 中 冷 到 0"0, 滴 加 0.2mol/ 上 Ba (OH) a 无 水 甲醇 液 ， 
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7) 
if 

1 
bt 
it 


使 反应 液 pH 为 9, 0"C 放置 24 小 时 至 固体 全 部 溶解 .反应 后 的 
甲醇 溶液 ， 流 经 用 甲醇 平衡 过 的 Ht 型 国产 732 阳离子 交换 树脂 
层 析 柱 (2X15 cm) ,流速 10 mL/ 分 ,收集 流出 液 , 用 50am 工 甲醇 洗 
柱 . 收集 液 减 压 蒸发 除去 甲醇 ， 所 得 结晶 用 最 少量 无 水 乙醇 加 热 
溶解 ,0"C 放置 过 夜 ,收集 结晶 , AAAS oD EAL. 得 
& 0.9¢, 84 169°C, [a]? WH +225° Ok). 

(vi) 对 硝 基 苯酚 -o-D- 葡 萄 糖苷 (P-nitrophenyl-a—-D- 
glucopyranoside) 的 合成 

B-D- 五 乙酰 葡萄 糖 的 制备 : 见 第 208 页 . 

对 硝 基 葵 酚 -o-D- 四 乙酰 葡萄 糖 ( 了 -nitropheny]l tetra—O- 
acety]-o-D-glucopyTanoside) 的 制备 : 48g 对 硝 基 葵 酚 与 30g B- 
本 乙酰 葡 萄 糖 混合 ，125”9 油 浴 和 熔融 后 加 入 7g Ace, WAKE 
气泡 产生 , WLR HAT, 125°C 油 浴 加 热 工 小 时 , 随后 冷却 到 60°C, 加 
入 400mL #, 用 等 体积 水 洗 二 次 后 ,用 等 体积 二 mol/ 工 Na0 互 水 
溶液 洗 若 二 次 到 深 液 近乎 无 色 ， 再 用 水 洗 二 次 ， 分 出 蘑 层 ， 加 入 
CaCl, 及 活性 炭 各 6g, ME LM LUE, 滤液 35~40°C KAM 
压 蒸发 ,得 糖浆 ， 此 为 对 硝 基 茶 酚 四 乙酰 葡萄 糖 背 的 w、B 二 种 异 
头 物 构 型 的 混合 物 ，w 型 为 主 (w 型 是 B 型 的 二 .5 倍 ) 用 60mL 无 
水 乙醇 加 热 溶解 后 室温 放置 ，3 天 后 收集 结晶 ,所 得 结晶 在 乙醇 中 
重 结晶 若干 次 ， 到 熔点 不 变 为 止 、 唱 形 无 色 针 状 棱 柱 体 得 量 


16.5g, i ri 118°C, 比 旋光 度 + 200° CR fi). 


Xt FASE AE o-D- 葡 萄 糖苷 的 制备 ， 与 对 硝 基 苯 酚 a-D-3 FL 
糖 背 的 制备 同 ，2g 对 硝 基 苯酚 o-D- 四 乙酰 葡萄 糖 苷 经 Ba(OH). 
脱 乙 酰 ， 得 多 边 棱 柱 体 结晶， 得 量 0.7g， 熔 点 216"0， 旋 光度 
+215° Ok). [有 文献 报道 ， 熔 点 216~217"O，[ 四 钊 上 227.9"( 甲 
BE); 熔点 210"0，[o] 包 十 215?( 水 ).] 


(RAM BAR) 
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各 86 
一 、 微 生物 多 糖 和 植物 多 糖 


(一 ) 细 菌 胞 外 多 糖 的 纯化 


一 般 多 糖 提纯 的 方法 大 多 也 适用 于 细菌 胞 外 多 糖 的 纯化 ， 这 


里 只 介绍 几 种 最 常用 的 提纯 手段 . 

细菌 在 合适 的 条 件 培养 以 后 ， 通 常 将 所 得 的 培养 液 进行 高 速 
离心 ,去 掉 菌 体 等 不 溶 物 ， prs 细菌 胞 外 多 糖 的 上 清 液 再 进 
行 其 他 各 步 提纯 . 

© AMAA. SHEA PLAT BARR), 通过 有 机 
溶剂 沉淀 是 细菌 胞 外 多 糖 纯化 最 常用 的 方法 ， 一 般 来 说 , 胞 外 多 
糖 首 先是 通过 有 机 溶剂 把 它 沉淀 下 来 ,纯化 的 最 后 一 步 , 也 往往 用 


有 机 溶剂 沉淀 ， 然 后 再 冲洗 ,冷冻 干燥 .最 常用 的 有 机 溶剂 是 乙 


sO 

WEARER pH7T.0OF AUT, 因为 在 此 pH AH, 多 糖 比 
RE. 此 外 , 还 需 考虑 洲 液 的 离子 强度 , 所 加 有 机 溶剂 的 量 等 ， 
而 这 些 条 件 只 能 通过 实验 来 确定 . 

@ SRB. 在 酸性 .中 性 或 弱 碱 性 条 件 下 , 一些 季 贸 盐 如 
WR +N RiE= FE (cotyltrimethylammonium bromidqe， 人 简称 
CTAB) Al+-7S GEREELTR UME (cotylpyridinium chloride, 简称 
CPWU) 能 与 酸性 多 糖 形成 不 深 于 水 的 盐 , 以 此 可 把 酸性 多 糖 从 中 性 
多 糖 中 分 离 出 来 . 

沉 演 方法 很 简单 ， 首 先 把 OPO 或 OTAB 等 配 成 1~10% 深 
液 ， 将 其 加 入 到 多 糖 溶 液 中 去 ， 产 生 沉 淀 ， 少 量 的 氯 化 钠 (0.02 
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mol/L 或 更 少 ) 可 增加 沉淀 聚集 速度 ， 多 糖 合适 的 浓度 在 0.1~ 
1% 之 间 ,每 毫克 多 粳 所 要 加 入 的 季 生 盐 量 不 要 超过 3 毫克 . 

FEMA RE Wa, A AAI Cn 37"C) 放 置 几 分 钟 ， 使 沉淀 
聚集 .对 于 低 电 荷 密度 的 低 分 子 量 多 糖 , 加 入 季 狠 盐 以 后 , 放置 时 
间 可 长 一 些 , 甚至 放置 过 夜 . 

通过 离心 .过 滤 等 方法 可 得 到 OPO- 多 糖 或 QTAB- 多 糖 复合 
物 ， 这 种 复合 物 能 溶解 在 盐 溶液 里 和 有 机 溶剂 里 。 再 用 透析 等 方 
法 除 掉 CPO 或 CTAB, 从 而 得 到 所 需 多 糖 . 

PES RELA, ARES RE MMR, 
或 在 很 高 DH ZRF P PEAT UTE. 

@ ATRREEN: 存在 离子 化 基 团 的 多 糖 也 能 用 离子 交换 
柱 层 析 进 行进 一 步 纯 化 .常用 的 树脂 是 DEAH- 纤 维 素 . 

在 接近 p 互 6 时， 酸性 多 糖 很 易 吸 附 在 DEARE- 纤 维 素 柱 上 。 
酸性 基 团 越 多 ,吸附 能 力 越 强 . 根据 它们 酸性 基 团 的 含量 , 可 用 几 
种 方法 把 多 糖 洗 脱 下 来 : @ 保持 p 互 ， 增 加 缓冲 液 浓度 , 这 仅 适 用 
于 弱酸 性 多 糖 ; @) 逐渐 增加 碱 性 溶液 强度 ; © 逐渐 增加 酸性 溶液 
强度 . 

对 于 中 性 多 糖 ， 在 p 孔 5~6， 它 们 通常 不 能 吸附 或 很 少 吸附 
在 柱 上 .然而 在 碱 性 条 件 , 它们 能 吸附 在 柱 上 , 再 逐渐 增加 洗 脱 液 
的 pH, 把 它 洗 脱 下 来 . 此 外 , 还 可 将 柱 转 变 成 硼酸 盐 形式 , 能 与 
硼酸 盐 形成 复合 物 的 多 糖 吸附 在 柱 上 ， 不 与 硼酸 盐 形 成 复合 物 的 
多 糖 则 先 通过 了 柱 . 洗 脱 时 可 逐渐 增加 硼酸 盐 的 浓度 . 

从 柱 上 洗 下 来 的 多 糖 可 用 糖分 析 中 一 些 敏 感 的 颜色 反应 方法 
来 测定 . 

® 其 他 方法 : AAG, 酚 - 水 ,蛋白 酶 ,核酸 酶 除去 多 糖 中 含有 
的 蛋白 质 、 核 酸 , 用 起 过 滤 法 除去 一 些 低 分 子 量 物质 等 , 也 是 经 党 
使 用 且 非 常 有 效 的 纯化 方法 , 这 里 就 不 再 一 一 列举 了 . 

类 产 碱 杆菌 产 粘 变 株 (41ca1genes faecalis var. myxogenes) 
胞 外 酸性 多 糖 的 纯化 

【试剂 】 

“310。 
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十 六 烷 基 盐酸 吡啶 (0.P.O)，gigma 公司 . 

Amberlite IR-120, Aldrich 公司 . 

【操作 】 

(1) 培养 液 离心 , 去 除 细胞 及 不 溶 物 ,在 上 清 液 里 加 入 二 倍 体 
积 丙 酮 , 沉淀 出 多 糖 , 按 此 方法 重复 三 次 ,所 得 沉淀 用 丙酮 洗涤 , 以 
脱 去 纤维 多 糖 中 水 分 干燥 ,得 粗 制 品 . 

(2) 为 了 进一步 纯化 ， 将 上 述 多 糖 深 解 在 水 里 ， 并 通过 
Amberlite IR-120 柱 . 

(3) 在 柱 的 流出 物 里 加 入 10% O.P.0 溶液 ,离心 得 到 CPC- 
Bw RA Wie. 

(4) 将 OPO- 多 糖 复合 物 溶解 在 10% 氯 化 钠 溶液 ,离心 以 除 
去 少量 杂质 . 

(5) 在 离心 所 得 上 清 液 里 ,加 入 乙醇 , 沉淀 出 多 糖 , 

(6) 把 离心 所 得 多 糖 溶 于 水 里 ， 对 水 透析 除去 氯 化 钠 和 
OPC, 

(7) 用 丙酮 再 次 沉淀 , 离心 所 得 多 糖 用 丙酮 、 乙 醚 和 石油 醚 冲 
洗 ,最 后 真空 干燥 得 纯 多 糖 . 
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Whistler, R. L., Methods in Carbohydrate Chemistry, vol V. General Poly- 
saccharides. 
Misaki, A., et al., Biochemistry, 8:4645 (1969). 


(REA) 


二) 真菌 多 糖 和 植物 多 糖 的 研究 方法 

真菌 多 糖 和 植物 多 糖 的 分 离 、 提 纯 、 鉴 定 方法 与 其 他 多 糖 基 本 
相同 . 

利用 多 糖 深 于 水 或 酸 、 碱 、 盐 溶液 而 不 溶 于 醇 、 醚 、 丙 酮 等 有 机 
溶剂 的 特点 ， 从 不 同 材 料 中 进行 提取 .提取 时 一 般 先 将 原料 物质 
脱脂 与 脱 游离 色素 , 然后 用 水 ( 冷 或 热 水 )、 稀 酸 、 稀 碱 、 稀 盐 溶液 进 
行 提 取 , 提取 液 经 浓缩 后 即 以 等 重 或 数 倍 的 甲醇 或 乙醇 、 丙 酮 等 沉 
淀 析出 , 押 获 粗 多 糖 需 经 反复 溶解 与 醇 析 ， 
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从 不 同 材料 中 提取 多 糖 , 究竟 以 何 种 溶剂 提取 为 宜 ; 须根 据 具 
体 情 况 , 先 以 小 量 样品 摸索 , 观察 何者 提取 分 离 效 率 较 高 , 并 应 注 
意 用 不 同 溶剂 提取 有 何不 同 的 特点 ， 既 可 先后 用 水 、 稀 酸 或 稀 碱 
稀 盐 提取 , 也 可 分 别 用 水 、 稀 酸 、 稀 碱 、 稀 盐 提取 , 所 得 到 的 产物 党 
常 是 不 相同 的 ， 

提取 中 要 防止 降解 . 稀 酸 提取 时 间 宜 短 , 温度 最 好 不 超过 
B°C; 用 稀 碱 提取 时 ,为 防止 降解 , 常 在 No 气流 下 提取 ， BRIN Aw 
氧化 钾 , 稀 酸 、 稀 碱 提取 液 均 应 迅速 中 和 或 迅速 透析 ， 血 碱 提取 深 
也 可 用 含 酸 酒精 沉淀 

含有 糖 醛 酸 或 硫酸 基 团 等 的 多 糖 ， 可 在 盐 类 或 稀 酸 溶液 中 直 
搂 醇 析 , 而 使 多 糖 以 盐 的 形式 或 游离 形式 析出 . 

采用 醇 析 或 其 他 溶剂 沉淀 所 获得 的 多 糖 ， 常 杂 有 较 多 的 蛋白 
质 需要 脱 除 , 脱 除 蛋白 质 的 方法 有 多 种 , 例如 选择 能 使 蛋白 质 沉淀 
而 不 使 多 糖 沉淀 的 酚 、 HAL ARERR, 但 用 酸性 斌 
剂 时 间 宜 短 ,温度 宜 低 , 以 避免 多 糖 降解 , 

脱 蛋 白 较 好 的 方法 是 Sevag Fk, FAR, DUAR GRT RD 
4:1( 或 5:1, 9:1) 比 例 混合 后 , 加 至 样品 中 振 摇 , RE 
与 混合 液 形成 凝 胶 , 可 用 离心 法 除去 ， 利 用 蛋白 质 水 解 酶 (如 胃 蛋 
白 酶 . 胰 蛋 白 酶 .木瓜 蛋白 酶 . 链 霉 蛋白 酶 等 ) 使 祥 品 中 蛋白 质 部 分 
降解 后 , 再 用 Sevag 方法 则 效果 更 好 一 些 ， 某 些 多 糖 因 含有 酸 、 磊 
性 基 团 , 易 与 蛋白 质 相互 作用 , 虽 不 是 精 蛋 白 , 也 较 难 脱 除 ， 对 碱 
稳定 的 糖 蛋白 , 在 确 氢 化 钾 存 在 下 , 用 稀 碱 温和 处 理 , 可 以 把 这 种 
结合 蛋白 质 分 开 . | 

植物 真菌 等 来 源 的 多 精 , 因 可 能 含有 酚 类 化 合 物 , 如 暴露 在 
空气 中 提取 或 干燥 时 ,颜色 加 深 ， 这 类 色素 可 用 HO. 氧化 脱色 
但 温度 不 能 高 于 50°C, 否则 多 糖 发 生 部 分 降解 ， 

一 般 提取 的 多 糖 样品 , 常 是 多 糖 的 混合 物 . 多糖 进 一 步 提纯 
常 按 分 子 量 大 小 .分 子 形状 或 化 学 组 成 等 特点 进行 分 级 , 分 级 的 方 
法 有 多 种 ， 如 用 有 机 溶剂 、 十 六 烷 基 三 甲 基 氢 氧 化 铵 、 斐 林 试剂 、 
DEAE 纤维 素 柱 等 方法 . 


° 212+ 


ate at eR Bel i ee es i ie 


4 

多 糖 样品 经 反复 溶解 与 沉淀 , 脱 蛋 白 、 脱 色 、 分 级 沉淀 等 后 , 其 
纯度 判断 一 般 可 根据 其 中 单 精 残 基 摩尔 比 恒定 ， 电 泳 或 密度 梯度 
超速 离心 呈现 单一 的 带 或 峰 , 凝 胶 柱 层 析 呈 现 一 较 窗 的 峰 等 . 

下 面 列举 三 例 以 供 参 考 . 

1. #+1 ® (Clitoplus caespitosus PK) Kis tt $ HH > ” 
a 

用 热 水 从 斜 顶 菌 子 实体 中 提取 多 糖 ， 脱 去 蛋白 后 ， 经 甲醇 分 
级 , DEA- 纤 维 素 柱 层 析 ， 获 得 单一 级 分 的 葡 聚 糖 ， 分 子 量 约 为 
18 万 . 

【材料 和 试剂 】 

斜 顶 菌 子 实体 (吉林 省 伊 通 县 产 )，95 多 酒精 ， 无 水 酒精 ， 乙 
醚 ,Ps0s, AR, Lowry 法 试剂 ， 链 霉 蛋 白 酶 (pronase)，OHO]a， 
RB RTM, H0., Ak, NaOH, DEAE 纤维 素 ， 纸 层 析 ， 气 相 
层 析 有 关 试 剂 . 

【操作 】 

(提取 : 取 斜 顶 菌 子 实体 残 酒 1kg ( 曾 用 乙醇 脱脂 2~ 3 次 ) 
用 5kg Berk H2He (95~ 100°C) 6 小 时 , 尼龙 布 过 滤 , 提取 4~ 5 次 ， 
滤液 合并 , 浓缩 至 1.5 升 ,离心 弃 去 滤 酒 ,向 上 清 液 中 加 三 倍 95 狗 
乙醇 ,沉淀 过 夜 ,离心 ,收集 沉淀 ,依次 用 95% 乙醇 、 无 水 乙醇 或 甲 
醇 、 乙 醚 离心 洗涤 , 然后 置 装 有 P.O, 和 NaOH 的 真空 干燥 器 中 抽 
空 干燥 , 得 粗 多 糖 粉 未 (灰色 ) ,得 率 8%, 

(2) 脱 蛋 白 ， 粗 多 糖 含 蛋白 质 较 多 ,用 Lowry 法 测定 蛋白 质 
SH 87.5%. 用 酶 法 与 Sevag 法 结合 进行 脱 蛋白 . MHS BH 
2g 深 于 40m0 水 中 , 用 NasOO; 调 pH 47.8, 加 蛋白 酶 0.05~ 
0.1g, HA 2 mL 39°C 保温 三 昼夜 , 对 自来水 透析 两 尽 夜 , 对 蒸 饮 
水 透析 半日 ,溶液 浓缩 至 20 mL, 用 Sevag 方法 脱 蛋白 五 次 ; 然后 
用 3 倍 95% 乙醇 醇 析 得 脱 蛋白 多 糖 ,用 水 溶解 再 醇 析 ,， 重复 2~3 
次 . 

用 酚 硫 酸 法 测 得 脱 蛋 白 多 糖 总 糖 含量 98.1%. 经 纸 层 析 和 气 
相 色 谱 分 析 , 表明 此 多 糖 由 葡萄 糖 、 岩 藻 糖 和 甘露 糖 组 成 , 其 摩尔 
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比 为 3.6:0.15:1.0. 

(3) DR. R16 WARK, 在 搅拌 下 滴 加 甲醇 至 1:0.5 
V/V), 过 夜 , Bb, W33% 甲醇 洗 沉 淀 ， 同 上 干燥 得 第 一 级 分 
CSi， 上 清 加 甲醇 至 1:1 同上 处 理 得 第 二 级 分 3s， 上 清 加 甲醇 至 
1:1.5 O83, 将 OS, 再 经 DEAE 44:# (OH) BEER, KE 
脱 后 , 10.1 mol/L NaOH delhi, PAM, BHT. ai, BT. TRA 
得 单一 级 分 的 AGRE) OS: OS, OSs, OSs 分 别 完全 酸 水 解 ， 经 


表 42 AWMAKKES BHAA 


DL ge Py A AS . | We B = 
UK RE (%) 级 分 (%) A) 4 全 本 | a OB 


SESE 一 一 


33 CS, 11 单一 葡萄 糖 0 0 
33~50 cs 41 3.0 1.0 0.2 
50~60 CSs 32 5.2 1.0 0.1 

EO RATE i Bie HAA. 


(4) 脱色 : CS, SH MPR, 0.5% SHAM (RBA), 
FARK ia pH 2 8, FE 50°C 以 下 滴 加 20% H.0., BAMA RA 
色 , 保 温 2 小 时 , MSAK RAR BGM, 浓缩 后 用 乙醇 醇 析 , 同上 样 
品 干 燥 , 可 得 白色 粉末 . 

(5) 纯度 试验 : CS, 在 玻璃 纤维 素 电泳 上 呈现 一 个 峰 (800 V， 
40 分 钟 ) ， 在 琼脂 糖 4B 柱 上 呈现 一 个 峰 ， 以 标准 的 已 知 分 子 量 葡 
EWE AH CBE, 分 子 量 为 150 万 (用 粘度 法 测定 为 132 万 ) . 

【文献 】 

梁 忠 岩 \ 张 翼 伸 ,高 等 学 校 化 学 学 报 . 和 (3): 364~370 (1983). 
(KR) 

2. 4&3 (Lentinus edodes) P Mi + > #19 BAH 

从 香菇 中 用 热 水 提 取出 多 糖 后 ， 用 稀 碱 液 又 可 提取 出 一 些 多 
糖 ; 经 分 级 等 手续 可 获 较 单一 的 级 分 . 

【材料 和 试剂 】 

FER FL, 8% 三 氯 乙酸 , 1 mol/L NaOH, fam, FR, 
乙醚 , 纸 层 析 有 关 试 剂 . 


ss2l4。 


【操作 )】 

(1) 用 碱 提取 : 取 香 菇 干 子 实体 工 公斤 ,用 3% 三 所 乙酸 提取 
一 次 ， 用 热 水 提取 二 次 后 ， 残 渣 分 散在 1 mol/L NaOH 中 2 小 时 
(室温 Na 流下 ) ,过 滤 所 得 碱 提取 液 , 用 醋酸 中 和 得 沉淀 ， 离 心 收 
集 ， 沉淀 再 溶解 在 1mol/ 工 NaO 互 中 ， 少 量 不 溶 物 离心 去 抒 ， 用 
醋酸 中 和 再 获 沉淀 , 重复 操作 五 次 , 然后 将 沉 演 用水、 甲醇、 乙醚 
依次 洗涤 ， 空 气 和 干燥 .产品 59.1g 为 碱 溶 多 糖 部 分 ， 用 酸 完全 水 
解 后 经 纸 层 析 检 查 有 葡萄 糖 、 甘 露 糖 、 木 糖 . 

(2) 分 级 ， 用 甲醇 分 级 沉淀 得 到 一 葡 聚 糖 . 多 糖 工 克 溶解 在 
0.5mol/L NaOH 100 mL 中 ， 搅 拌 下 滴 加 甲醇 77 mL, 得 一 沉淀 
(Pi), 离心 收集 ， 用 甲醇 乙醚 依次 洗涤 干燥 ， 获 干 沉淀 物 ( 粉 A) 
258 mg. 向上 清 液 同 上 操作 再 滴 加 甲醇 23 mL, 得 沉淀 物 (Pa)， 
同样 分 离 干燥 得 Pa 沉淀 物 384 mg, 再 向 上 清 滴 加 甲醇 30 mL, 直 
至 沉淀 完全 ,得 Ps 沉淀 物 228 mg, ArH MIF eo HE, 并 用 酸 完 全 水 
fit Ps, Pa，Ps， 作 纸 层 析 ， 其 组 成 分 如 表 43. 仅 Ps 为 单一 葡 聚 


表 43 ， 申 醇 分 级 香 共 碱 溶 多 灶 
组 成 


量 
me 分 21 i ae TEE iB IE POE 2 RS EN 
(mg) F eee | tee lx we 
原样 品 1000 197 Hae a ia 
Pi 258 192 + + 
P, 384 196 af + + 
Ps 228 258 iad 4 bd a 
: +LRRAKRGE, 十 表示 存在 , 一 表示 没有 . 
【文献 】 


Shida,M. et al., Carbohyd. Res. 60:117~127 (1978). 
Chk RAH) 
3. 大 蒜 球 根 中 多 糖 的 提取 
大 用 球根 中 含有 不 同 组 分 的 多 糖 混 合 物 ， 用 不 同 的 提取 与 分 
级 方法 ,可 以 得 到 不 同 级 分 不 同 组 分 的 多 糖 . 
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【试剂 】 

0.5% MRRP, 乙 栈 ,石油 醚 ,于 酯 酸 ，95% 乙醇 ; 无 水 酒精 ， 
Ark, 5% CaCl., Hd, DEAE 4-42, NaCl, 

【操作 】 

(1) 用 0.5% BMRB. lke ERA, EMS 
RE, 用 尼龙 布 过 滤 , 用 乙醚 与 石油 醚 等 量 混合 物 500 mL, 回流 2 小 
时 ,冷却 后 尼龙 布 过 滤 , 反复 脱脂 五 次 , RASA, 得 棕色 糊 状 
物 183 g，、 加 入 0.5% AMR1.25-, MKB LIM Bt H 4 
时 ,冷却 后 尼龙 布 过 滤 ， 上 清 用 冰 醋 酸 酸化 至 PH4.5, 用 奈 倍 体 
积 酒精 沉淀 多 糖 , 用 无 水 酒精 、 乙 醚 依次 洗涤 , 得 白色 无 定形 粉 未 
(A)， 经 酚 硫 酸 法 分 析 总 糖 含量 .2 多 ,经 改进 的 咱 唑 法 测 得 其 
中 含 半 乳糖 醋酸 达 22.8 匈 , 另 有 半 乳 糖 .阿拉 伯 糖 、 鼠 李 糖 等 (P.0: 
By G. L. C.), 

(2) 用 水 代替 草酸 铵 提取 : 脱脂 蒜泥 200 ¢ 用 水 提取 , 可 把 其 
中 的 富 半 弛 糖 本 酸 部 分 多 糖分 离 出 来 ， 并 获得 富 半 屯 糖 部 分 的 多 
糖 , 其 流程 用 图 72 简 述 . 

x} A, BLO 等 级 分 分 析 (G. L. O.) 其 组 成 如 表 44, 


表 44 多 粮 A, B, = Ba, Bs, Ba, Bs, Bo 5 Bz 的 组 成 


多 糖 | [o]sse | 灰 分 天 -让 成 其 他 糖 存在 


级 分 | (1.0) | (90) PEER) BOR | 2 S| BSE | 葡萄糖 | 果 粮 


| | SS eee -一 一 一 


A |—11.99| 4.06 22.8 24.1 
B —5.94) 3.79 12.5 21.1 
C 一 35.92| 0.24 2.8 sa 

B | —438.77| 0.16 1.6 el 
Bz | +43.59| 2.64 28.9 49.3 
By |+59.94| 8.17 54.0 25.8 
Bs | +66.5 | 2.68 9.3 81.4 
Be |+70.0 | 0.12 一 97 .1 
十 45.23| 6.32 27 .1 46.1 


注 : 4G. L. 0. P+++RRRAKilé, 十 十 表示 中 等 峰 , 十 表示 很 小 的 峰 。 


脱脂 菠 泥 200 g 
用 水 提取 乙醇 沉淀 , 离心 
Fh . 
Wye’ Lift ee, 多 糖 C( 淡 黄色 粉末 )68.88g 
31.1¢) 用 3 倍 体积 
(含有 与 A 相同 的 成 分 ) & AAA ULE 
Jan SUKI pH 8.5, 室温 搅拌 4 小 时 ，59% CaCl, 200 mL 
V U 
ULE , M3) ew 
anes Vind Reiko Zn 
5 [=] \ 早 昌 了 , | 
(BEARERS) Lm RITE | | | 
Lif ——————._ 4 Ba | 


沉淀 (多 糖 Bi) 
〈 富 半 乳 糖 部 分 ) 
用 乙醇 分 级 沉淀 


y 
多 糖 Bs 多 糖 By 


|DEAE 纤维 素 柱 层 析 
y 小 
水 洗 部 分 NaCl 洗 脱 部 分 二 多糖 By 等 (不 大 溶 于 水 ) 


Bi Bs 
[DEAE 4 RBH 


aK 】 
水 洗 部 分 NaCl 洗 脱 部 分 -多糖 泥 合 物 与 B 相似 。 
多 村 Bs 
( 半 乳 糖 97 8%, FRE 1.6%) 
和 ”从 大 闲 球 根 中 提取 多 糖 的 流程 图 
[文献 】 


Das, N. N., et al., Carbohyd. Res. 56: 337~349 (1977). 


(ik RAF) 

(三 ) 酵 母 甘露 聚 糖 的 研究 方法 

酵母 细胞 壁 外 包 着 一 层 胶 状 的 糖 蛋 白 , 称 为 酵母 胶 , 因为 它 的 
糖 的 成 分 主要 是 甘露 糖 ， 所 以 又 称 为 甘露 聚 糖 (mannan)， 对 这 
层 甘 露 聚 糖 的 结构 研究 ， 不 但 有 利于 阐明 酵母 细胞 壁 的 结构 与 功 
能 , 而 且 关 系 到 酵母 接合 时 的 细胞 识别 因子 , 以 及 酵母 细胞 分 泌 到 
原生 质 膜 外 的 糖 蛋白 (如 芯 糖 酶 等 ) 的 生物 合成 等 方面 的 研究 . 

下 面 介绍 酵母 甘露 聚 糖 研 究 中 常用 的 几 种 方法 . 


" 27。 


1. 酵母 甘露 聚 糖 的 分 离 提取 

酵母 甘露 聚 糖 在 细胞 壁 外 ,因而 比较 容易 抽 提 .现在 常用 的 
分 离 方法 是 ,用 柠檬 酸 缓冲 液 在 高 压 灭 菌 条 件 下 抽 提 , 然后 用 乙醇 
Ui, 再 用 溴 代 十 六 烷 基 三 甲 铵 (cetarlone， 一 种 去 污 剂 ) 沉淀 除 
SAREE, 再 利用 和 硼酸 的 结合 把 糖 蛋白 (甘露 聚 糖 ) 沉淀 下 来 .， 

【试剂 】 


FRR, 省 代 十 六 烷 基 三 甲 匀 , 氢 氧 化 钠 , OR, 甲醇, Z 酸 , 乙 


BE, ALN. 

(424) 

(1) 面包 酵母 细胞 收获 后 , 用 0.9% NaCl 溶液 洗 二 次 ， 然后 
再 用 p 了 7.2 的 0.02 mol/L 柠檬 酸 缓冲 液 洗 一 次 , 最 后 悬浮 于 上 
述 柠檬 酸 缓冲 液 中 , 每 100 克 湿 细胞 用 50 mL 缓冲 液 . 

(2) 将 上 述 细 胞 悬浮 液 放 在 高 压 灭 菌 锅 内 , ke RAR 
(125°C) 90 分 钟 ， 取 出 冷却 后 ,离心 ,3000 转 /分 ，20 分 钟 。 倾 出 
粘 稠 浅 黄色 上 清 液 ， 沉 淀 部 分 再 加 75 mL 相同 的 柠檬 酸 缓冲 液 ， 
混 匀 , 再 经 高 压 灭 菌 90 分 钟 ， 取 出 冷却 后 ， 离 心 ; 8000 转 /分 ，20 
分 钟 ， 倾 出 上 清 液 与 第 一 次 离心 上 清 液 合并 , 共 约 150 mL, 冷却 
至 420 左右 ,加 入 3 倍 体积 ( 约 450 mL) 冷 甲醇 , 出 现 乳白 色 沉 淀 ， 
在 40 放置 过 夜 . 

(3) 离心 , 3000 转 /分 ，20 分 钟 ， 取 得 白色 沉淀 , 用 氮气 流 吹 


干 ( 或 放置 干燥 器 中 于 燥 ). 将 白色 粗 提 物 称 重 ， 按 每 4g 深 于 、 


100 mL 7K AYE BAY FAK; 另 取 小 烧杯 , 溶解 4g 于 50mL 水 中 .~ 
将 溴 代 十 六 烷 基 三 甲 铵 溶液 慢 慢 倾 入 100 毫升 粗 提 物 溶液 中 ， 同 
时 用 电磁 搅拌 ,出现 白 色 有 蛋白 质 沉淀 ,在 室温 下 放置 过 夜 . 

(4) Pity, 3000 转 /分 ，20 分 钟 , 保留 上 清 液 , 用 50z 开 水洗 
沉淀 部 分 , 再 离心 , 两 次 上 清 液 合并 , 弃 去 沉淀 ， 按 比例 每 200 mL 
上 清 液 加 入 100 mL1% 硼酸 溶液 ， 在 电磁 搅拌 同时 ， 慢 慢 滴 加 工 
mol/L NaOH, 调 p 互 至 8.8, 出 现 白色 架 状 的 甘露 聚 糖 沉 演 ,4 9 
放置 过 夜 . 

(5) 离心 ,3000 转 / 分 ，20 分 钟 ， 倾 去 上 清 液 ， WIE 0.5% 
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p 百 8.8 的 确 酸 钠 溶液 洗 一 次 ， 离 心 收集 沉淀 ， 将 沉淀 再 溶 于 50 
mL 2% 乙酸 溶液 中 , 加 入 1g 乙酸 钠 唱 体 , 待 充 分 溶解 后 ,加 入 8 
倍 体积 乙醇 ,甘露 聚 糖 呈 白色 沉淀 

(6) Bitr, 8000 转 /分 ， 20 分钟 ， 倾 去 上 清 液 , 依次 先 用 2% 


100 g epee mL 0.02 mol/L 柠檬 酸 缓冲 液 (p 互 7.0) 
RH (1 ke, 125*0，90 分 钟 ) 
ae nN ane 转 /分 ， 20 分 钟 


ia: Xe). ty seg aed nal 
上 清 液 沉淀 
再 加 75 mL FRR RETOOL 
| joe aS i 
上 清 液 ULE FE) 


离心 


上 清 液 TUE 
FIR, 溶 于 水 中 (4 9/100 mL) 
加 入 并 代 十 六 烷 基 三 人 (4 8/50 mL) ,室温 过 夜 , 离心 
| 
土 清 液 TLE 
FA 50 ch 水 洗 , 离心 


ees eo. oe. 体积 冷 甲醇 ， 


Lia Wie (HE) 
每 200 毫升 上 清 液 加 入 100 mL 
1% 硼酸 , Wi 1 mol/L NaOH 至 pH8.8,4*g 过 夜 ,离心 


| 
(FH) | 


上 清 液 vie | 
(FH) 溶 于 50 mL 2% 乙酸 ,加 入 工 克 乙 酸 钠 ， 
再 加 3 PRAM 离心 


| 
上 清 液 WE 


(FH) y 
用 2% 乙酸 在 乙醇 中 的 溶液 洗 ， 离 心 
用 乙醇 洗 , 离心 
沉淀 干燥 后 , 深 于 50 mL 水 ,冰冻 干燥 
得 日 色 蒜 状 无 定形 甘露 聚 糖 
3 提取 酵母 甘露 聚 糖 流 程 图 
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乙酸 在 乙醇 中 的 溶液 , 再 用 纯 乙 醇 洗 沉 淀 ， 两 次 都 离心 收集 沉 深 , 
最 后 用 氮气 流 缓 缓 吹 干 

(7) 得 白色 脱水 了 的 甘露 聚 糖 沉淀 ， 再 溶 于 50 mL 水 中 , ok 
PR, BA BARE BRE. 

提取 的 操作 流程 见 图 73. 

【讨论 】 

(1) 从 第 一 次 柠檬 酸 缓冲 液 的 抽 提 液 起 , 每 步 又 都 可 以 取样， 
用 浓 硫 酸 - 酚 法 测定 总 糖 量 , 以 计算 各 步骤 的 得 率 。 在 用 3 倍 体积 
甲醇 沉淀 后 ,会 失去 相当 一 部 分 总 糖 量 , 这 是 不 能 被 甲醇 沉淀 的 小 
分 子 糖 物质 . 

(2) 溴 代 十 六 烷 基 三 甲 贸 的 加 量 很 重要 ， 用 量 过 多 反而 会 使 
一 部 分 蛋白 质 沉淀 不 完全 . 

(3) #4 1 mol/L NaOH 时 , 务必 搅拌 充分 ， 避免 局 部 过 碱 . 
至 p 互 8.8 时 ， 应 立即 停止 滴 加 . 整个 提取 过 程 都 要 小 心 避 免 碱 
性 条 件 , 以 免 发 生 B- 消 除 反应 , 使 O- 型 联 键 的 赛 糖 链 水 解 下 来 . 

(4) 这 样 得 到 的 甘露 聚 糖 是 不 均一 的 ， 可 以 用 离子 交换 柱 和 
电泳 等 方法 作 进一步 的 分 离 ， 应 该 说 明 的 是 , 天 然 状况 下 , 存在 于 
细胞 壁 外 的 甘露 聚 糖 本 身 是 大 小 不 均一 的 各 类 分 子 的 混合 物 . 

[文献 】 


Ballou, C., Advances in Microbial Physiology, 14: 93~158 (1976). 
Lloyd, K. O., Biochemistry, 9: 3446~3453 (1970). 
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2. 选择 性 的 乙酰 解 反应 

酵母 甘露 聚 糖 中 的 N- 型 联接 多 糖 链 ， 常 常 是 由 100~200 多 
个 甘露 糖 单位 联 成 的 大 分 子 多 糖 链 . 这 条 多 糖 链 的 特点 是 ， 有 
一 条 由 wx(f->6) 糖苷 键 联 成 的 主 链 骨 架 ， 由 骨架 向 侧面 伸 出 由 
xd- 一 >2)，x(d 一 >8) 糖 背 键 构成 的 寡 糖 侧 链 . 选择 性 乙酰 解 反 应 可 
以 特异 性 地 打 断 a 16) BRE BB; 其 打 断 w(1>6) 精 苷 键 的 速率 比 
打 断 a d>2)_ a1-3) RRM ERAS, (DFA 20:1 A 
200:1), 所 以 选用 合适 的 反应 条 件 ,， 可 以 使 大 分 子 多 糖 链 实际 上 
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全 从 u(1->o) 联防 的 骨架 外 be Fie SES AS PP EEK 
Sy FH 的 结构 分 析 工作 变 得 容易 得 多 (74). 


ee Loe Loe 9 sc NAc EP 
2 ll 9 { sila tage RY 
M M M M mM M M M. 
le ene pes 
fou it 


图 路 “酵母 甘露 聚 糖 中 N- 型 联接 多 糖 链 ,箭头 示 乙酰 解 反应 中 断裂 处 


另外 ， 4 于 侧 链 的 非 还 原 未 端 结构 常常 是 甘露 聚 糖 抗原 性 
六 定 能 所 在 ,所 以 在 乙 栈 解 反应 中 得 到 的 侧 链 守业 片断 ,可 以 全， 
半 抗 原 ， 方便 地 用 于 免疫 化 学 研究 . 

【试剂 】 

无 水 吡啶 , RRM, CRA, 无 水 硫酸 钠 , RRR, 无 水 和 醇 ， 
冰 醋 酸 , 甲醇 钠 ,三 氯 甲烷 ， 甲 葵 ,盐酸 ， Dowex50 (Ht) sha. 

【操作 】 | | 

(1) RHR 50mg, BT 50 mL RBH, MAS 
mL 无 水 吡啶 , 5 mL 乙酸 醋 , 密 封 . FH AK YS RE AA RE, 100°C, 
24 yet. WE BES EE 但 是 整个 溶液 呈 深 茶 褐 色 . 

(2) és J BSL SES We a LER, 或 用 氮气 流 使 
干燥 , BYR. MAHAR RO, 再 干燥 , 反复 多 次 , 直至 把 吡啶 
完全 驱赶 掉 ( 试 试 , 嗅 不 出 吡啶 气味 ). 

(3) 加 入 5mL KAR, 5 mL Z, WEF, 0.5 mL MM, BH 
摇 匀 ， 使 固形 物 完全 溶解 ， 成 茶 褐色 溶液 ， 密 封 ， 置 本 40°C 水 洽 
中 , 12 小 时 . 

(4) 加 入 10~20 mL 无 水 吡啶 ， 中 和 酸性 ， 以 终止 乙酰 解 反 
应 ， 置 真空 旋转 干燥 着 上 ， 或 用 氮气 流 吹 ,使 浓缩 至 2 全 3 毫升 体 
积 ， 加 入 5mL 二 人 毛 甲 烧 , 8 mL 水 ， wits, BARD. 

(5) 离心 2000 转 / 分 ，5 分 钟 ， 吸 去 上 层 水 层 .以 下 依次 用 
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3mL 7k, 8mL1 mol/L 2M, 3mL1 mol/L RRA, BEA 
3mL KK, UVRROAPRPRE. FKRERG, 离心 , RERELB 
IKE. 

(6) 加 入 无 水 硫酸 钠 , HY, 除去 水 分 ,用 玻璃 纤维 过 滤 , 滤液 
用 氮气 吹 干 ， eo 

(7) 于 燥 后 的 固形 物 溶 于 3mE 无 水 甲醇 加 入 1mL0.5 
mol/L FRAZER). Oo, ZK 3046), Ba pH 
试纸 检查 , 须 仍 呈 强 碱 性 . 

(8) 加 入 Dowex 50(H*) iB PA, BpH7.0A A, RRs 
维 滤 去 Dowex 树脂 . 用 氮气 流 吹 干 .所 得 乙酰 解 产 物 溶 于 水 ,经 
分 子 筛 凝 胶 过 滤 , 用 生物 胶 Bio-Gel P-2 柱 分 离 得 罕 糖 链 . 

【讨论 】 

(操作 的 第 (也 步 . 是 乙酰 化 反应 步骤, 使 糖 基 的 自由 产 基 
都 乙酰 化 ， 以 保证 样品 能 充分 洲 解 于 乙酰 解 反应 所 用 试剂 中 (第 
(3) 步 ). 而 第 〈7) 步 为 脱 乙酰 基 反 应 , 使 乙酰 解 产物 仍 变 回 到 中 
PE SERS 

(2) 操作 第 (2) 步 ， 除 去 吡啶 务必 仔细 , ARAMA WME AA 
能 中 和 一 部 分 乙酰 解 反 应 中 所 用 的 酸 ， 使 反应 条 件 不 能 标准 化 . 

(3) 乙酰 解 反 应 本 身 ( 第 (3) 步 ) 用 40°C 温度 较 好 . 温度 太 高 ， 
会 形成 硫酸 -乙酸 复合 物 ,使 反应 条 件 的 酸度 降低 ， 反 应 的 时 间 是 
可 变动 的 ， 如 果 多 糖 链 分 子 量 较 小 , 可 以 把 时 间 缩 短 到 6~8 小 时 
或 更 短 一 些 . 总 之 , 在 使 w(d->6) 键 充 分 断裂 , w (一 2)、aw L->3) 
键 尽量 保 持 完 整 的 前 提 下 , 选择 恰当 的 时 间 . 

(4) 乙酰 解 反应 的 专 一 性 ， 决 定 于 各 类 糖苷 键 在 乙酰 解 反应 
条 件 下 水 解 速率 之 比 ， 如果 多 糖 链 中 有 B- 糖 苷 键 存 在 , 或 有 其 他 
糖 基 ( 如 半 乳 糖 , 葡萄 糖 ) 存在 , 其 乙酰 解 速率 会 有 不 同 , ZB 
反应 结果 的 解释 则 要 十 分 小 心 . 

( 求 惟 杰 ) 

3. 免疫 学 方法 在 酵母 甘露 聚 糖 结构 研究 中 的 应 用 

将 酵母 甘露 聚 糖 或 酵母 菌 体 注 射 入 免 体 内 ， 可 以 产生 抗 甘露 
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聚 糖 的 抗 血 清 . 免疫 化 学 研究 表明 , 甘露 聚 糖 的 抗原 决定 篮 在 于 
非 还 原 末端 糖 基 的 结构 .所 以 , 应 用 免疫 化 学 方法 ,可 以 提供 关于 
糖 链 结构 的 重要 信息 . 

常用 的 免疫 方法 之 一 是 琼脂 免疫 双 扩 散 法 . 用 已 知 其 专 一 性 
的 抗 血 清 ( 如 抗 « Man: 一 ”Man 末端 结构 的 抗 血 清 ) 试验 多 种 未 知 
的 甘露 聚 糖 ， 有 抗原 -抗体 复合 物 沉淀 线 产生 , 说 明 那 种 甘露 聚 糖 
具有 相应 的 非 还 原 末 端 结构 (xc Man 一 Man 末端 结构 )。 琼脂 双 
扩散 法 的 操作 较为 简单 , 这 里 不 具体 介绍 了 , 可 参看 有 关 免 疫 学 方 
法 的 书 ， 
另 一 个 常用 的 免疫 学 方法 是 半 抗 原 抑制 反 应 ， 当 抗 血清 的 专 
— EAN FF ih CH BEAR) 的 结构 都 不 十 分 清楚 的 情况 下 ， 用 关 干 种 
已 知 结构 的 守 糖 短 链 作 半 抗原 , 试验 其 对 抗原 -抗体 复合 物 沉 淀 的 
抑制 作用 。 强 的 抑制 作用 预示 有 与 该 半 抗 原 结 构 相 近 的 免疫 决定 
复 结 构 存 在 下面 着 重 介绍 一 下 半 抗 原 抽 制 反应 的 实验 方法 . 

【试剂 和 仪器 】 

Tris, 氯 化 钊 ，TritonX-100，EHolin- 酚 法 定 蛋 白 试 剂 ， 台 式 
高 速 离心 机 及 小 锥 形 塑料 离心 管 . 

【操作 】 

(1) 抗 血清 的 制备 : 酵母 细胞 收获 后 ,用 0.9% 氯 化 钠 溶液 洗 
三 次 ,最 后 悬浮 于 0.9% 氧化 钠 溶液 中 , 1g 湿 重 细胞 /100 mL, 置 
75°C 水 浴 ,，90 分 钟 ， 以 杀 死 酵母 细胞 然后 摇 匀 ,分 装 在 小 试管 
A, 2~3 mL, 4°C 冰箱 贮存 , 作 免疫 注射 用 . 

取 免 2~ 8 只 ,从 耳 静 脉 注射 上 述 细 胞 悬 液 , 每 周三 次 , 每 次 
Im 工 ,持续 一 个 月 停止 注射 后 一 星期 , 经 兔 耳 动脉 取 血 ， 室 温 下 
凝固 过 夜 , 以 获取 血清 . 血清 中 含有 抗 该 种 酵母 的 甘露 聚 糖 的 抗 
体 , 作为 抗 血 清 用 于 下 面 实验 中 . 

(2) 抗原 -抗体 复合 物 沉淀 曲线 : 

1) 配制 试剂 ，0.05mol/ 工 Tris- 百 O1 4 th y%&, pH7.5, 内 
4; 2mol/LKOl, 2% Tritonx-100， et ae 1% 
we / EF, 
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2) 按 下 面 表 格 加 样 , 可 以 直接 加 在 台式 高 速 离心 机 所 用 的 锥 
形 小 塑料 管 中 ， 有 利于 后 面 的 操作 步骤 (单位 : 微 升 )。 Ra ik 
Sarit Ja, 置 室温 2 小 时 , 然后 置 eC WH. 


管 号 1 2 3 4 5 6 
抗 血清 50 50 50 50 50 50 
Tris 绥 冲 液 50 50 50 50 50 50 
HER BAR 0 10 20 30 40 50 
7k 50 40 30 20 10 0 


8) ACHE PA GRARA OAD 4 oh, BT 
DiS SLE AY MZ 4°C 的 0.9%% 氧化 钠 溶液 洗 两 次 . 

4) 移 至 室温 下 ， 向 每 支 小 管 中 加 Folin 试剂 IT1 mL (50 mL 
2% 碳酸 钠 在 0.1 mol/L 氢 氧 化 钠 中 的 溶液 ,在 使 用 当天 , 再 加 入 
1 RF} 0.5% 硫酸 铀 在 二 % 酒石酸 钾 钠 中 的 溶液 )， 放 置 37"C 温 
箱 10 分 钟 ,使 蛋白 质 溶液 全 部 溶解 

5) 再 向 每 支 小 管 中 加 入 Folin 试剂 工 0.1 25+, A, 室温 
下 显 色 20 分 钟 , 测 750 nm 下 的 光 密 度 . 

6) 以 加 入 的 甘露 聚 糖 量 为 横 坐 标 , 750 nm 光 密度 读数 为 纵 
坐标 , 得 到 一 条 沉淀 曲线 , 从 而 可 以 找到 沉淀 最 多 时 所 用 的 甘露 聚 
糖 量 . 

(3) 半 抗 原 抑制 曲线 ， 

1) 配制 半 抗 原 赛 糖 溶液 , 每 工 微 升 含 10 微克 分 子 . 

2) HEE SINR, 仍 使 用 锥 形 小 塑料 离心 管 (单位 : 微 升 ). 混 多 
后 , 置 室 温 2 小 时 ,然后 置 40 冷 室 过 夜 


e@ #8 | are wie er ee ee ee 

抗 血 清 50 50 50 60 §50- 50. 50% 60 

半 抗 原 0 “二 DR 90 95 sso 

Tris 缓冲 液 50 50 50 50 50 50 50 650 

水 BOS 25 "aol \fagtaiie «=. 5 GPs 
BA, 37°C 放置 3 小时, 取出 后 续 加 

甘露 聚 糖 液 20 20 2 20 2 2 2 0 
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8) 从 得 到 抗原 -抗体 复合 物 沉淀 后 洗涤 到 Folin 酚 法 显 色 ， 
方法 同 前 . 
4) 每 管 的 750 nm 光 密 度 读数 减 去 第 8 管 (空白 对 照 ) 读 数 
后 , 按 下 式 计 算出 不 同 半 抗 原 用 量 时 , 抗原 -抗体 复合 物 沉淀 被 抑 
制 的 百分数 
OD 时 即 第 工 管 ) ~-OD( 有 半 抗 原 时 ) 
TN GEMM E) 
5) 以 半 抗 原 用 量 为 横 坐 标 ,抑制 百分数 为 纵 坐 标 , 作 图 , 可 以 
画 出 一 条 抑制 曲线 . 比较 几 种 不 同 半 抗 原 的 抑制 曲线 ， 哪 种 半 搞 
原 抑 制作 用 最 强 , 意味 着 在 样品 甘露 聚 糖 与 抗 血清 的 反应 中 , 有 与 
该 种 半 抗 原 结构 类 似 的 非 还 原 末端 结构 作为 抗原 决定 和 能. 
【讨论 】 | 
Ql) (PARMAR, WORA B- 消 除 反 应 ， 也 可 以 
来 自己 酰 解 反应 ， 或 来 自 人 工 合成 及 其 他 来 源 ， 但是， 都 必须 要 
求 半 抗原 的 结构 是 清楚 的 . 
(2) 免疫 用 兔子 ;要 作 免 疫 前 血清 检查 ,看 其 是 否 含有 抗 免疫 
用 酵母 的 抗体 ， 制 备 所 得 的 抗 血 清 ; 在 使 用 前 , 先 要 用 同 种 或 异种 
酵母 细胞 通过 细胞 凝集 反应 , 测定 其 抗 血清 效 价 及 专 一 性 . 
(3) 在 沉淀 曲线 及 抑制 曲线 实验 中 , 要 注意 : 
1) 抗原 -抗体 复合 物 的 离心 .洗涤 各 步 , 必须 在 °C 冷 室 中 进 
行 ,用 预先 冷却 的 0.9% NaCl 洗 ,以 避免 复合 物 沉 淀 溶解 . 
2) fein Folin 试剂 11 显 色 前 ， 务 必 检查 蛋 白质 沉淀 是 否 已 
充分 溶解 . 
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海藻 多 糖 系 海苔 中 所 含 的 各 种 高 分 子 碳水 化 和 谷物 . 它们 都 是 
水 溶性 的 , 具有 高 粘度 或 凝固 能 力 , LEE MS ER 

对 海藻 胶 质 的 应 用 已 有 悠久 的 历史 ， 据 说 大 约 一 千年 前 我 国 
南方 就 用 红 营 麒麟 菜 类 水 者 制 胶 冻 作 食品 :以 后 传 至 日 本 , 到 
1660 年 一 日 本 人 偶尔 在 一 个 冬天 发 现 了 琼 胶 的 天 然 冻 干 制造 法 ， 
其 后 就 沿用 此 法 生产 干 琼 胶 ， 1842 年 德国 使 用 卡拉 胶 于 酿酒 业 
1881 年 英国 人 Stanford MIR T WBE, WERT 
际 上 是 生产 海藻 多 糖 ) 大 为 发 展 ， 后 来 从 各 类 海藻 陆续 分 离 册 各 
种 多 糖 , 例如 从 褐 营 中 分 离 出 海带 淀粉 .褐藻 糖 胶 . 泡 叶 熙 胶 等 ; 从 
红 藻 分 离 出 又 红 藻 胶 、 海 葛 胶 、 红 藻 淀 粉 . 木 糖 胶 . 甘 露 糖 胶 等 ; 从 
绿 藻 分 离 出 石 莹 胶 、 刚 毛 荐 胶 等 ， 还 从 海洋 高 等 植物 海草 中 的 大 
叶 藻 属 分 离 出 大 叶 营 胶 . 但 至 今 能 进行 工业 生产 的 海 莹 多 糖 , 只 
有 褐藻 胶 、 琼 胶 、 卡 拉 胶 、 又 红 藻 胶 等 ， 在 应 用 与 化 学 方面 作 过 较 
多 研究 的 有 褐藻 糖 胶 和 海带 淀粉 ， 褐 藻 胶 主要 用 于 纺织 工业 中 作 
印花 浆 , 食品 工业 中 作 稳 定 剂 、 增 稠 剂 , 医药 工业 中 作 赋 形 剂 弹性 
印 模 料 等 ， 琼 胶 主 要 用 于 食品 工业 中 作 凝 冻 . SR, MORI, Ze 
医药 卫生 方面 作 细菌 培养 基 、 弹 性 印 模 料 , 从 琼 胶 分 离 出 的 琼 胶 素 
在 生化 诊断 和 研究 中 广泛 地 使 用 ， 卡 拉 胶 主要 用 于 食品 工业 中 作 
乳化 剂 、 分 散剂 、 增 稠 剂 、 固 定 化 酶 载体 等 ， 褐 营 胶 由 甘露 糖 醋酸 
和 十 罗 糖 醛 酸 构成 , 琼 胶 和 卡拉 胶 由 半 乳 糖 及 半 乳 糖 衍生 物 构成 ， 
褐藻 糖 胶 由 岩 藻 糖 , 木 精 , 半 乳糖 和 葡萄 糖 醛 酸 构成 ,海带 淀粉 由 短 
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(20 KAM) 
(一 ) 海藻 和 海藻 多 糖 中 单 糖 成 分 的 测定 
1. BRP RHYTME D 
Mh MER AEA HEM. 葡萄 糖 和 半 | 
: 


| 
萄 精 构 成 | 


乳糖 . 测定 这 些 单 糖 最 好 采用 气相 色谱 分 析 法 ,不 仅 灵敏 度 高 ,而 
且 分 离 较 好 . 分析 时 , 将 海藻 先 用 酸 水 解 ,然后 将 所 含 单 糖 转 化 为 
易 挥 发 的 糖 且 乙 酰 酯 ,就 可 得 到 分 离 较 好 呈 单 峰 的 色谱 图 , 各 单 糖 
的 回收 率 均 能 达到 85% 以 上 . 

【试剂 】 

固定 液 , EONSS—M 或 OV-225; 担 体 ,ohromosorb W. AW. 
DMOS(80~100 目 ); 吡啶 人 A. R.), ZRAF(A. R.), Api (A. R.), | 
th Fhe (A. R.) , WLR Z BE HCG. O.); 标准 单 糖 (人 A.R.): D- 木 
糖 、I- 鼠 李 糖 、D- 半 乳糖 、D- 葡 萄 糖 、D- 甘 露 糖 、 甘 露 BL L-a@ 
藻 糖 . 

【操作 】 

CL) 海藻 样品 标准 单 糖 的 水 解 : 将 干 海藻 于 80"C 烘 干 、 粉 碎 ， 
全 部 过 60 目 得 .精确 称 取 0.5g 放 在 试管 中 (或 10mL Si 
中 ) 加 入 7mL10.5mol/ 工 硫酸 , 待 样品 完全 浸透 后 封 管 ， 加 上 人 金 
属 套 管 于 沸水 浴 中 加 热 水 解 8 小 时 , 取出 冷 至 室温 开 管 ， 水解 液 
全 部 移入 50mL 小 烧杯 ,用 芍 饮 水 洗涤 试管 数 次 并 入 烧杯 内 ,用 碳 
酸 饥 在 65°C 恒温 下 中 和 至 中 性 , HUB KE, 滤液 用 适量 氧 型 阳 离 
子 交 换 树 脂 \732 型 ) 脱盐 , 放置 竺 小 时 后 抽 滤 ,再 用 7mol/ 工 氧 氧 
MR PAB pH=6~6.5, 溶液 减 压 浓缩 至 干 , 放 真空 干燥 器 
里 用 五 氧化 二 磷 真 空 干燥 过 夜 ， 同时 称 取 5~10 mg visi 准 单 
糖 混合 后 按 上 述 操作 进行 水 解 . 

(2) 单 糖 的 衍生 化 ， 将 上 述 水 解 后 的 样品 和 标准 单 糖 的 干 固 
物 分 别 移入 具 塞 试管 中 , 各 自 加 入 50 mg RIK, 25~50mg 肌 | 
RE BERRA 1 mL 无 水 吡啶 ,， 待 全 部 溶解 后 于 90°C 恒温 下 加 热 反 
应 80 分 钟 ,取出 冷 至 室温 再 加 入 0.6 mL 醋酸 栈 ， 仍 保持 90°C 继 
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续 加 热 反 应 30 分 钟 ， 反 应 物 冷 至 室温 ， 先 注入 荆 zzL Rik, # 
SMA 1 mL 氯仿 萃取 , 吸出 氯仿 鞋 取 液 (下 层 ) ， 如 此 重复 萃取 
三 次 ,将 氯仿 萃取 液 合并 减 压 浓 缩 至 干 , RAMA 0.38 mL Ah 
解 干 固 物 ， 取 此 液 0.5~5.0 uL 进行 气相 色谱 分 析 

(3) 气相 色谱 分 析 : 

色谱 柱 ，3mmx3m HB, HAYA 4% ECNSS-M A 
定 液 的 chromosorb W. AW. DMCS (80~100 8) 担 体 . | 

色谱 温度 : 柱 温 200"0， 检 测 器 温度 250"0,， 汽 化 室温 度 
260°C, | 

气体 流速 ， 氮气 RA) 30 mL/min, A 25 mL/min, 空气 
200 mL/min, — 


(4) 结果 与 计算 : 定性 分 析 是 按 上 述 操 作 方 法 得 到 样品 的 色 : 


谱 峰 , 分 别 计 算出 样品 各 组 分 出 峰 的 相对 保留 时 间 , 与 各 标准 单 糖 
的 相对 保留 时 间 对 照 即 能 得 到 定性 结果 . 
定量 分 析 采 用 内 标 法 , 按 下 列 公式 计算 各 糖 的 含量 . 


式 中 ， 丈 .= 样品 中 单 糖 的 重量 (mg); 
死 := 样品 中 加 入 内 标的 重量 (mg) ; 
4;= 样 品 中 内 标的 峰 面 积 (mm2?); 
4 一 样品 的 峰 面 积 (mm ); 
K = BEAT (my YA), 
_ A.xW, 
AixW, 
W = 标准 单 糖 的 重量 (mg); 
死 ;= 标准 单 糖 中 内 标的 重量 (mg); 
4,= 标 准 单 糖 的 峰 面 积 (mm2); 
4;= 标 准 单 粮 中 内 标的 峰 面积 Gam) , 
【讨论 】 
1) 注意 海 滞 中 甘露 醇 的 干扰 ， 神 薄 中 含有 大 量 的 甘露 醇 ， 
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特别 是 海带 、 马 尾 营 等 神 莹 所 含 甘露 醇 比 其 他 单 糖 的 含量 高 十 几 
倍 ,分 析 时 往往 干扰 甘露 糖 和 葡萄 精 的 分 离 ， 因 此 ,除去 大 量 的 甘 
露 醉 有 利于 分 析 结 果 . 

(2) 注意 加 入 内 标 物 的 重量 ， 褐 莹 中 各 单 精 的 成 分 受 海 营 产 
地 . 品种 和 生长 季节 的 影响 很 大 ， 定 量 测定 时 , 内 标 物 ( 肌 醇 乙酰 
酯 ) 的 取 量 要 根据 定性 结果 来 决定 ， 因 此 ,在 定性 时 根据 各 单 粮 峰 
和 内 标 峰 的 比例 ,不 同 海 茶 分 别 加 入 不 同 量 的 内 标 物 , 才 能 获得 
满意 的 色谱 峰 . 

(3) 控制 单 糖 的 取样 量 ， 根 据 标准 单 糖 的 色谱 图 , Be 
SALAH MI, WERT, ICANN, TRE, 
i, HOPE LER, A AHE LI Ome, THOR, 葡萄 精 和 
ESL WEN Z 10 mg, 在 此 范围 内 ， 一 般 可 得 到 相对 应 的 色谱 图 . 
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(KRB) 
2. RP D-+ Fee fe 8383，6- 内 醚 半 乳 糖 的 气相 色谱 分 析 
红 藻 中 主要 含有 D- 半 乳糖 和 3，6- 内 醚 半 乳 糖 , 其 中 83，6- 内 
醚 半 乳 糖 对 酸 很 不 稳定 ,不 能 采用 一 般 酸 水 解 的 方法 . 本 实验 采 
用 甲醇 分 解 ， 严 格 控制 甲醇 -HO]1 中 AC! 的 浓度 和 甲醇 分 解 时 的 
温度 及 时 间 , 可 以 得 到 较 满 意 的 分 析 结 果 , 两 者 的 回收 率 均 能 达到 
94% 以 上 . 
【试剂 】 
固定 液 : 硅 酮 4$ 芒 30). 担 体 : 酸 洗 硅 醚 化 白色 硅 菠 土 (80 一 
100 目 ) (chromosorb W. AW. DMOS), ARE(A. R.)， 硫 酸 (A. 
R.)， 和 氯仿 (人 A. 及 .)， 氯 化 钠 (A. R.)， 正 十 七 烷 4G. 0.) (内 标 物 )， 
D- 半 乳糖 (A. R.), 硅 醚 化 试剂 (Silyl-8)，3，6- 内 醚 半 FL BF. 
【操作 】 
(1) 无 水 甲醇 =-HOI] 的 制备 ， 取 500 mL 甲醇 置 于 1000mL 
圆 底 烧 瓶 中 , 加 入 100 g 氧化 钙 ， 装 上 冷凝 管 , 出 口 处 加 氯 化 钙 干 
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PST 75~80°C 恒温 回流 和 小时， 冷 至 室温 后 进行 蒸 馅 ， 收 集 
64 一 65 的 馏分 即 为 无 水 甲醇 . 用 浓 硫 酸 和 和 氯 化 钠 反应 产生 氧 
化 所 气体, 在 浓 硫 酸 和 氧化 钙 王 燥 后 , 通 入 冰 水 冷却 过 的 无 水 甲醇 
直至 吸收 饱和 为 止 .根据 吸收 前 后 的 重量 算出 BO 在 甲醇 中 的 百 
分 浓度 . 使 用 前 用 无 水 甲醇 配制 出 所 需 浓度 的 甲醇 =HOI1 溶液 . 

(2) 红 藻 样品 和 标准 单 糖 的 甲醇 分 解 ， 将 干燥 的 红 营 或 红 营 
多 糖 样品 于 80°C 烘 于 、 粉 碎 全 部 过 60 目 得 .精确 称 取 30 mg 置 
F10mL RRA, WHR RRM ALmL1.0~1.5% 甲醇 - 
AC] 溶液 .将 安 颜 瓶 放 冰 水 浴 中 冷却 数 分 钟 后 封 管 , 加 上 人 金属 套 
‘eT 80°C 加 热 分解 12 小 时 ,取出 冷 至 室温 开 管 . 甲醇 分 解 液 用 
碳酸 银 中 和 、 过 滤 、 无 水 甲醇 洗涤 数 次 , 滤液 和 洗涤 液 合并 移入 试 
‘# (18 x 100 mm 44 号 标准 具 塞 试管 ) 于 80°C 恒温 蒸发 至 干 , KA 
空 干燥 器 里 用 五 氧化 二 磷 真 空 干燥 过 夜 . 

(3) 甲 基 糖 背 硅 醚 化 衍生 物 的 制备 ， 将 上 述 甲 醇 分 解 后 的 干 
yin A 10 wL 正 十 七 烷 ( 内 标 物 ) 和 0.2 mL 硅 醚 化 试剂 (Siyl- 
8) 充分 震 播 后 放置 4 小时， 取 0.4~ 工 .0 AD 进行 气相 色谱 分 析 . 

(4) 气相 色谱 分 析 : 

色谱 柱 : 内 径 为 3mm. 长 3m 玻璃 柱 , 填 装 涂 有 10% SE-30 
酸 洗 硅 醚 化 白色 硅 藻 土 (80~100 8) (chromosorb W. AW. 
DMCS), | 

色谱 温度 : 柱 温 185°C, MUM AMMA BE WW 230°C, 

气体 速度 ， 氮 气 (BAD) 20 mL/min, AA 25 mL/min, 空气 
200 mL/min, 

【讨论 】 

(1) 选择 甲醇 - 互 O] 的 浓度 :甲醇 分 解 过 程 中 ，D- 半 乳糖 比 
较 稳 定 , 而 3，6- 内 醚 半 乳 糖 对 酸 特别 敏感 .所 以 , 对 含有 内 醚 糖 的 
样品 必须 选 好 甲醇 - 联 O] 中 HO] 的 浓度 ; 根据 我 们 实验 结果 ， 选 
用 1.0~ 江 .5% 甲醇 -HOI 浓度 为 好 . 

(2) 甲醇 分 解 时 间 : 甲醇 分 解 时 间 的 长 短 对 D- 半 乳业 影响 不 
K, 而 对 83，6- 内 醚 半 乳 糖 则 不 然 ， 根 据 实验 结果 ,掌握 在 了 2 小 时 
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为 宜 . 
(3) 样品 的 取 量 : 按 本 实验 的 要 求 , WELL PR BAT BR HE 
量 必 须 控制 在 85 mg LAF. KH, D-AR FLEE A 8, 6- ARAB PLR 
的 色谱 峰 面 积 与 样品 的 重量 才能 呈 良 好 的 线性 关系 . 
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李 铁 林 等 , 分 析 化 学 . 9(3):295~298 (1981). 
Nozawa, Y. et al., J. Chromatogr. 45: 244~249 (1969). 
Sweeley, C. C., et al., J. Amer. Chem. Soc. 85(16): 2497~2507 (1963). 


(kB) 

3. 红 荣 中 D- 半 乳糖 和 8, G-REF ALB YL EDT 

根据 Yaphe 报道 ， 间 葵 二 酚 可 与 果糖 和 3，6- 内 醚 半 乳 糖 显 
红色 反应 ,两 者 浓度 在 0.25 mmol/L 以 下 时 具有 近乎 相同 的 消光 
值 - 克 分 子 浓度 的 比 色 曲线 , MER EIB. BR A 
果糖 、3，6- 内 醚 半 乳 糖 以 及 半 乳 糖 显 绿色 反应 . 基于 这 一 显 色 特 
性 和 比 色 原 理 ， 可 采用 间 葵 二 酚 比 色 法 测定 红 藻 多 糖 中 的 3，6- 内 
醚 半 乳 糖 的 含量 ， 而 且 可 用 果糖 代替 3，6- 内 醚 半 乳 糖 作 标准 糖 ， 
不 须 从 红 薄 多 糖 中 分 离 纯化 出 标准 的 8，6- 内 醚 半 乳 糖 . FA Te 
比 色 法 测 出 两 糖 的 总 和 , 计算 亦 可 得 红 菠 中 D- 半 乳糖 的 含量 . 

【试剂 】 

间 葵 二 酚 (A. R.) (水 重 结晶 三 次 )， 草 酮 (A. R.) (石油 醚 - 葵 
Baits), 硫酸 〈G. 了 R.)， 盐 酸 (G R.)，1: 工 乙 缩 醛 (G. R.), 

【操作 和 】 

(1) 试剂 的 配制 : 

间 葵 二 酚 试 剂 : YW A, 取 150 mg 间 葵 二 酚 溶 于 100 mL RK 
饮水 ， 置 棕色 瓶 保 存在 冰箱 里 . 溶液 B, RilmL1:1 乙 缩 醛 移入 
100 mL 容量 瓶 用 蒸 馅 水 冲 至 刻度 摇 义 ， 再 取 此 液 4mL 配 成 100 
mL 溶液 置 棕色 瓶 保存 在 冰箱 里 , 比 色 前 取 9 mL PK A Fl 1 mL 
溶液 也 与 100 mL 12 mol/L 盐酸 混合 播 匀 . 

EMAAR. MIR O.2 ¢ AMT 100 mL 80% TiRV/V). 

(2) 3，6- 内 醚 半 乳 糖 的 比 色 测 定 : 
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标准 糖 比 色 曲线 的 制作 ， 准 确 称 取 0.04~0.05g 果糖 (代替 
3，6- 内 醚 半 乳 糖 作 标 准 )， 用 饱和 葵 甲 酸 溶液 配 成 100mzD 储备 
wm. Mi, 2, 3, 4, bmL 储备 液 各 配 成 100 mL 不 同 浓度 标准 粮 
溶液 . 取 工 mL 不 同 浓度 标准 糖 液 分 别 移入 具 塞 试管 中 (4 号 ，18 
X100 mm) , 将 试管 置 于 冰 水 浴 冷 却 数 分 钟 , 分 别 加 入 5mzL 新 配 
制 的 间 葵 二 酚 试 剂 , 震 播 均匀 于 80"0 恒温 下 加 热 反 应 10 分 钟 , 取 
出 于 冰 水 浴 冷 却 工 .5 分 钟 , 即 在 550 nm 波长 下 进行 比 色 , 测 出 不 
同 浓度 标准 果糖 的 消光 值 对 其 克 分 子 浓度 作出 标准 比 色 曲线 . 

样品 中 3，6- 内 醚 半 乳 糖 的 测定 : 准确 称 取 0.05~0;06g 红 
党 多 糖 样品 置 50 mL 小 烧杯 中 , 先 加 40 mL AMAR KR, 待 
样品 溶 胀 后 ,加热 使 之 完全 溶解 再 移入 100 mL 容量 瓶 , 溶液 冷 至 
室温 即 冲 至 刻度 , 再 取 5 mL 此 液 配 成 100 mL 溶液 . 1 mL wy 
稀 液 按 上 述 标准 糖 的 比 色 操作 , 测 得 样品 的 消光 值 , 从 标准 比 色 曲 
线 查 得 样品 中 3，6- 内 醚 半 乳 糖 的 克 分 子 浓度 , 乘 以 分 子 量 144 和 
BCIE AB 1.087 即 为 3，6- 内 醚 半 乳 糖 的 含量 ， 

(3) 半 乳 糖 的 测定 : 

标准 D- 半 乳糖 比 色 曲 线 的 制作 :准确 称 取 0.04~0.05g D- 
“2 SLE FB 2 8 7K Bic a 100 mL 储备 液 , 取款 2, 3, 4, 5 mL 储备 液 
再 配 成 100 mL 洲 液 , BN My AR Tl He BE try TEAK PLB PA. 分 别 吸取 
TD 不同 浓 度 标准 糖 液 移入 具 塞 试管 中 ， 先 在 冰 浴 中 冷却 数 分 
钟 ， 即 沿 试管 壁 徐 徐 加 入 5 mL AA, 震 播 后 于 80°C 恒温 下 
加 热 反 应 20 分 钟 ， 取 出 冷 至 室温 ,在 640 nm 波长 下 进行 比 色 , 测 
得 消光 值 , 对 其 浓度 作出 果糖 和 半 乳 糖 的 标准 比 色 曲线 ， 

样品 中 半 乳 糖 的 测定 : 从 测 3，6- 内 醚 半 乳 糖 的 样品 溶液 吸取 
1mL 移入 具 塞 试管 中 , 试管 放 在 冰 水 浴 冷 却 数 分 钟 按 标 准 半 乳 糖 
比 色 操作 进行 比 色 , 得 到 两 糖 总 的 消光 值 . 通过 间 葵 三 酚 比 色 法 
测 得 样品 中 3，6- 内 醚 半 乳 糖 的 克 分 子 浓 度 , 从 草 酮 比 色 法 的 标准 
比 色 曲线 可 查 出 相应 83，6- 内 醚 半 乳 糖 的 消光 值 ， 这 样 , 总 消光 值 
减 去 此 消光 值 即 为 D- 半 乳糖 的 消光 值 ， 再 从 D- 半 乳糖 标准 比 色 
曲线 查 得 样品 中 DB ALE BPR BE, 
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(4) 结果 与 计算 ， 若 按 上 述 标准 比 色 巾 op ae DE FL BE AM 
83,，6- 内 醚 半 乳 糖 的 含量 ， 要 求 操作 条 件 极为 严格 ， 否则 很 难 获得 
重复 性 较 好 的 结果 .， 因此， 我 们 采用 样品 和 标准 糖 同时 比 色 的 方 
Me HE FRIAR RA I. | 
8, 6- 内 醚 半 乳 糖 含量 的 计算 公式 : 
0.= rie 5 Ong X144 x1. 087 


式 中 : Oe 一 样品 中 3， 6- 内 醚 半 乳 糖 的 浓度 (Ag/mL)i 
4,= 间 苯 二 酚 比 色 时 样品 的 光 密 度 ; 
4 = 间 苯 二 酚 比 色 时 果糖 的 光 密度 ; 
O。= 果 糖 的 浓度 (umolHML/mT); 
144= 3, 6- 内 醚 半 乳 糖 的 分 于 量 ; 
1.087= 果 糖 作 标准 时 校正 系数 . 
DESL A RMIT AAR, 


sth, 0,= 样 品 中 D- 半 乳糖 的 浓度 (ug/mL); 

O,= brite D-2F SL BE He HE (ue/mL) ; 

A,= FAB He aK tt D- 半 乳糖 的 光 密 度 ; 

4 一 草 酮 比 色 法 样品 总 的 光 密 度 ; 

4 三 计算 出 样品 中 3，6 一 内 醚 半 乳 糖 的 光 密 度 ; 

4 二 草 酮 比 色 法 时 果糖 的 光 密 度 ; 

Ol, = 草 酮 比 色 法 时 果糖 的 浓度 (wmol/T); 

O= 间 薄 二 酚 比 色 样 品 中 9 6- 内 醚 半 乳 糖 的 浓度 

(unrol/L). 

(ite) 

(1) 试剂 的 保存 : 间 苯 二 酚 试 剂 的 溶液 A 和 溶液 马 都 可 以 在 
冰箱 中 保存 一 个 月 . 但 两 者 和 盐酸 混合 后 只 能 稳定 3 小 时 , 因此 ， 
本 实验 必须 注意 试剂 的 保存 时 间 和 比 色 前 相 混合 ， 苞 酮 试剂 一 般 
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fe 4°C 保存 较 稳定 ,最 好 也 在 比 色 前 配制 : 

(2) 显 色 时 间 和 显 色温 度 : 间 节 二 酚 试 剂 测定 3，6- 内 醚 半 乳 
糖 时 80°C 显 色 时 间 10 分 钟 , 苞 酮 试剂 与 这 两 种 糖 在 80°C 显 色 时 
间 20 分 钟 都 能 获得 最 大 消光 值 . 

(3) - 比 色 时 间 : 间 葵 二 酚 与 果糖 和 8，6- 内 醚 半 乳 糖 显 色 后 遇 
光 极 易 褪 色 , 操作 时 尽量 避 光 并 在 15 分 钟 内 比 色 完 毕 ， 草 酮 试剂 
显 色 后 比较 稳定 ,一 般 要 求 工 小 时 内 比 色 完毕 
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(=) BSB 

Mh As CR, BYR EER, 
这 些 红 薄 胶 实质 上 都 是 多 糖 ， 历 史上 最 早 的 海藻 工业 是 琼 胶 工 
W, 其 后 卡拉 胶 工业 逐步 兴起 . 目前 琼 胶 和 卡拉 胶 组 成 红 藻 工业 
的 主体 ， 在 文献 报道 上 提 过 的 红 菠 胶 名 称 ,， 除 琼 胶 和 卡拉 胶 外 还 
有 类 琼 胶 、 蛮 鹿 菜 胶 、 海 葛 胶 .又 状 营 胶 、 沙 菜 胶 、 银 杏 蔬 胶 、 紫 菜 胶 
等 ， 类 琼 胶 过 去 曾 用 以 指 类 似 琼 胶 而 在 化 学 组 成 与 物理 性 质 上 又 
SRAM LARA, TRUBS BEAD eS MU 
FA HS BH MR BEE a PS EY, EERE RES Gy 
PT RSME EARKDA, 分 成 琼 胶 和 卡拉 胶 两 大 类 . 以 
D- 和 工 - 半 乳 糖 为 基本 构成 单位 者 属 琼 胶 族 ; 只 以 D- 半 乳糖 为 基 
本 构成 单位 者 属 卡 拉 胶 族 . 由 不 同 种 类 海藻 提取 的 多 糖 ， 根据 它 
的 化 学 组 成 可 分 别 划 归 琼 胶 族 或 卡拉 胶 族 . UES, GRAS BRE 
等 名 称 现在 已 很 少 应 用 . BES, Ub SR AAR AS ORS OBE a Ee 
胶 的 原料 , 其 产品 都 称 卡拉 胶 ， 琼 胶 也 是 一 样 ,不 论 由 石花 荣 来 的 
还 是 由 江 管 来 的 都 叫 琼 胶 , 而 不 分 开 叫 石花 菜 胶 或 江 管 胶 . 

琼 胶 和 卡拉 胶 都 是 由 半 乳 糖 和 半 乳 糖 的 衍生 物 构成 的 长 链 型 
多 糖 , 其 基本 结构 可 用 下 式 表 示 : 
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在 琼 胶 中 二 >3 联 结 的 A 是 D- 半 乳糖 , 1->4 联 结 的 了 B 是 
3，6- 内 醚 - 工 - 半 乳 糖 或 LOE SL. At, 在 半 乳 糖 残 基 上 不 同 程 
度 地 联结 着 硫酸 基 、 甲 氧 基 或 丙酮 酸 基 .， 理想 的 琼 胶 素 分 子 只 有 
13 联 的 D- 半 乳糖 和 二 >4 联 的 3，6- 内 醚 -I- 半 乳糖 二 者 交替 
联结 而 成 。 琼 胶 中 含有 这 种 琼 胶 素 分 子 越 多 者 ， 其 强度 越 高 . 


OH OHH ete \ 


RRA 
在 卡拉 胶 中 13 联结 的 A A 1-4 联结 的 B 都 是 D 型 的 半 
乳糖 或 其 衍生 物 . Rees 等 按照 分 子 组 成 和 结构 的 不 同 将 卡拉 胶 
分 成 七 种 类 型 , 分 别称 为 oR oR EB, vB LR, oR 
胶 、 注 卡拉 胶 、X 一 卡拉 胶 和 EBS, 其 组 成 见 表 45, 
R45 不 同类 型 卡拉 胶 的 组 成 


卡拉 胶 种 类 1 一 3 联结 的 A 1>4 联结 的 也 
% 半 乳 糖 -4- 硫 栈 3，6- 内 酸 - 半 乳糖 
Lb 半 乳 糖 -4 硫酸 半 乳 糖 -6- 硫 酸 
/ FL HR 3，6- 内 醚 - 半 乳 糖 -2- 硫 酸 
v FLAT 半 乳 糖 -23，6- 二 硫酸 
a 30% 为 半 乳 糖 3,，6- 内 醚 - 半 乳 糖 -2- 硫 酸 
70% 为 半 乳 糖 -2- 硫 酸 
30% 为 半 乳 糖 | 半 乳 糖 -2，6- 二 硫酸 
| 10% 为 半 乳 糖 -2- 硫 酸 半 乳 糖 -2- 硫 酸 
| ， 半 乳糖 -2- 硫 酸 


卡拉 胶 的 性 质 与 其 组 成 和 结构 有 关 ， 在 已 经 有 工业 生产 的 三 
种 卡拉 胶 中 , *- 卡 拉 胶 的 凝固 性 能 最 好 , 但 粘度 小 , 一 卡拉 胶 的 凝 
固 性 能 居中 , 而 和 卡拉 胶 完全 不 能 凝固 ,但 粘度 最 高 . 

由 于 海藻 的 种 类 、 生 长 环境 、 洛 体 的 世代 以 及 采集 季节 等 的 不 
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Fel, 它们 所 含 卡拉 胶 的 数量 与 类 型 有 不 同 程度 的 变化 .在 数量 上 ; 
少 的 只 有 百 分 之 几 , 多 的 可 高 达 80%, ARB L, AMMA 
有 一 种 卡拉 胶 ， 如 耳 突 麒麟 菜 或 配子 体 世代 的 角 又 菜 基 本 只 含有 
x RR, 但 更 多 的 常 是 二 种 或 二 种 以 上 卡拉 胶 的 混合 体 ， 而且， 
即使 是 同一 类 型 的 卡拉 胶 , 由 于 原料 不 同和 制造 方法 不 同 ,所 得 产 
品 的 规格 也 不 是 一 样 的 

1. 红 藻 多 糖 的 分 离 与 提取 

G) 琼 胶 的 提取 与 纯化 

琼 胶 的 制备 主要 有 两 种 方法 ,一 种 是 以 石花 菜 为 原料 的 ,可 以 
直接 用 热 水 提取 , 不 需 用 硕 处 理 便 能 制 得 凝固 性 能 良好 的 琼 胶 ; 另 
一 种 方法 是 以 江 管 为 原料 者 ， 必 须 先 经 碱 处 理 ， 然 后 再 用 热 水 提 
取 ， 因 为 一 般 江 管 所 含 的 琼 胶 凝 胶 强 度 很 低 , 达 不 到 使 用 的 要 求 . 
为 了 改进 其 性 能 ， 需 用 碱 处 理 以 提高 其 凝 胶 强度 .， 碱 处 理 能 使 联 
在 半 乳 糖 的 3 位 或 6 位 上 的 硫酸 基 被 除去 ， 同 时 使 该 半 乳 糖 残 基 
转变 成 3，6- 内 醚 - 半 乳 糖 . 硫酸 基 妨 碍 形成 凝 胶 , 而 3, 6- 内 醚 - 
半 乳 糖 则 有 利于 形成 凝 胶 ， 所 以 碱 处 理 能 显著 地 提高 江 管 琼 胶 的 
凝 胶 强 度 , 有 时 甚至 比 石花 菜 做 的 还 高 . fri 

@ 以 石花 菜 为 原料 的 制备 方法 ， 五 花菜 从 海里 采 来 后 检 云 
BAER AZ, 淡水 洗 净 , 放 日 光 下 了 晒 ,， 每 日 喷洒 淡水 1~2 ek, 
进行 日 光 漂 白 , 约 4~5 日 后 藻 体 成 浅黄 色 , 晒 干 备用 ， 取 20g 卫 
=F AY ESE AL 3000 mL 大 烧杯 中 , 自来水 洗 3~3 Ue, KE 1 
次 ,加 入 600~800 mL #18, 放 入 加 压 锅 中 , 在 0.5 公 斤 压 力 下 
加 热 提取 工 小 时 ， 取 出 用 纱布 过 滤 , 渣 子 再 加 300 mL 水 , 在 同样 
压力 下 提取 半 小 时 , 用 纱布 过 滤 , 酒 子 弃 去 ， 将 两 次 粗 滤液 合并 ， 
再 用 铺 有 脱脂 棉 的 布 氏 漏 斗 抽 气 过 滤 ， 滤液 放 冷 使 凝固 , 切 条 , 将 
凝 胶 条 放 扩 瓷 盘 上 , 放 进 低温 冰箱 中 在 约 — 10°C 冻结 ， 至 完全 冻 
透 取 出 , 将 冻 成 冰 的 凝 胶 从 挤 瓷 盘 上 取出 , BRE, 放 入 为 胶 液 体积 
1.5 倍 的 95%% 酒精 中 ,室温 下 放置 , 偶尔 搅拌 使 冰 块 化 冻 脱 水 , 用 
尼龙 筛 绢 过 滤 , 手 挤 去 水 和 酒精 ， 然 后 再 用 85% 酒精 400 mL 浸 
洗 一 次 , 同样 用 筛 绢 过 滤 , BRE, 然后 放 在 大 培养 四 中 在 红外 线 灯 


¢ 236。 


下 烘 干 ,最 后 粉碎 得 琼 胶 . 

@ 以 江 管 为 原料 的 制备 方法 ， 江 管 采 到 后 同 石花 菜 一 样 进 
行 日 光 漂白 晒 千 ， 取 20 g BAM IL RF 500 mL 烧杯 中 ， 
加 入 82% NaOH BRM, CE 30°C 左右 浸泡 处 理 5 天 (室温 亦 
可 ),， 倒 去 碱 液 ， 反 复 用 水 浸 洗 ， 通 常 洗 一 天 , 次 日 洗 至 中 性 ， 用 
0.1% 醋酸 400 mL 浸 20 分 钟 ， 再 用 水 洗 二 次 ， 然 后 加 600 mL 
水 , 放 加 压 锅 中 加 热 提取 , 其 余 同 前 . 

图 RRNA, ARB AFH LEARY, BE, 
参 杂 作假 等 原因 使 产品 质量 低劣 , AAR, 这 样 的 产品 可 用 适 
当 的 方法 进行 纯化 以 除去 杂质 ， 粗 制 琼 胶 中 所 含 的 杂质 主要 有 两 
类 ， 一 类 是 溶 于 水 的 ， 一 类 是 不 溶 于 水 的 ， 溶 于 水 的 可 以 采用 水 
洗 、 冷 冻 、 压 榨 脱 水 或 有 机 溶剂 沉淀 等 方法 除去 不溶 于 水 的 则 可 
采用 过 滤 或 离心 的 方法 除去 . 一 般 是 先 用 冷水 洗 , 洗 去 冷水 可 溶 
性 杂质 ,再 将 琼 胶 加 热 深 化 趁 热 过 滤 ， 以 除去 水 不 溶性 杂质 , 然后 
再 冷冻 , 化 冻 时 又 进一步 除去 溶 于 水 的 杂质 : 

【操作 】 

粗 制 条 状 琼 胶 20 g He 2000 mL 烧杯 中 ， 加 1000 mL 燕 饮水 
搅拌 洗涤 , 洗 3 Uc, AARNE, 弃 去 洗涤 水 ， 加 1000 mL 2 isk 
加 热 使 琼 胶 溶化 , 通过 脱脂 棉 过 滤 , 滤液 放 冷 凝固 , 切 条 , 然后 再 用 
前 述 冷 冻 干 燥 方法 , 即 制 得 纯化 的 琼 胶 . 需 特别 纯 者 可 重复 操作 ， 

了 讨论 】 

1) 胶 液 经 脱脂 棉 过 滤 后 其 透明 度 可 以 满足 一 般 的 需要 ， 如 
果 要 求 更 高 则 需 加 助 滤 剂 545(Celite 545) 过 滤 ， 这 样 可 以 得 到 几 
乎 和 水 一 样 透明 的 滤液 . 

(2) 用 上 述 方法 制 得 的 琼 胶 通常 为 浅黄 色 , 一 般 不 影响 使 用 ， 
如 果 需 要 很 白 时 则 需要 进一步 漂白 ， 可 在 凝 胶 切 成 条 状 后 用 有 效 
REE Hy 0.05~0.10% 的 NaOOl 溶液 漂白 ,大约 漂 30 分 钟 后 滤 
去 漂白 液 , 再 用 水 浸 洗 几 次 以 除去 漂白 剂 , 然后 再 进行 冻结 . 

(3) 有 的 石花 菜 在 提取 时 难 出 胶 ， 可 在 煮 胶 之 前 将 石花 菜 放 
FE 0.05~0.10% 左右 的 稀 盐酸 溶液 中 浸 20 分 钟 , 然后 再 者 胶 . 江 


* 237 » 


敬一 一 


管 经 碱 处 理 后 一 般 都 难 出 胶 , 如 果 经 上 述 0.1 儿 醋酸 浸泡 后 , 胶 仍 
难以 溶解 出 来 时 可 适当 增加 醋酸 的 浓度 .不论 石花 妆 或 江 入 对 酸 
部 很 敏感 , 一 旦 酸 量 过 多 凝 胶 强度 将 受到 明显 破坏 , 故 用 酸 量 必 须 
HE ALS WR, 兼顾 琼 胶 的 产 率 和 凝 胶 强度 . 


【文献 】 
BIA BIER, K* FIR. 6(1): 51~58 (1982). 
FREES, KF te Lak, 71~75, 95~130 (1977). 


Tseng, C. K., (322) Oolloid Chemistry, Theoretical and Applied. 6:629~ 
734 (1946). 


(248) 

Gi) 琼 胶 素 的 分 离 制备 

琼 胶 是 由 琼 胶 素 和 琼 胶 酯 (agaropectin) 二 者 混合 而 成 。 藉 
胶 中 所 含 琼 胶 素 与 琼 胶 酯 的 比例 随 原料 和 制造 方法 而 异 ， 琼 胶 素 
是 由 D- 半 乳糖 和 3，6- 内 醚 -I- 半 乳糖 构成 的 中 性 不 带电 荷 的 多 
糖 , 而 琼 胶 酯 除 这 二 种 单 糖 外 还 有 少量 葡萄 糖 醛 酸 , 有 时 在 半 乳 糖 
残 基 上 不 同 程度 的 联 有 硫酸 基 . 甲 氧 基 和 丙酮 酸 基 等 ,构造 比 琼 胶 
素 复杂 , 是 带电 荷 的 多 糖 . 因此 琼 胶 酯 灰分 高 , 电 渗 大 , 凝 胶 强度 
低 , 对 某 些 蛋白 质 等 物质 有 吸附 作用 , 这 是 它 不 如 琼 胶 素 之 处 . 

琼 胶 素 与 琼 胶 酯 在 化 学 组 成 与 结构 上 的 不 同 ， 造 成 它们 之 间 
物理 化 学 性 质 上 的 不 同 ， 琼 胶 素 的 制备 原理 便 是 利用 这 些 性 质 上 
的 差异 而 使 之 分 开 的 ， 如 二 甲 基 亚 砚 法 是 利用 它们 溶解 度 的 不 
同 , 琼 胶 素 易 溶 解 于 70*0 的 二 甲 基 亚 砚 中 而 琼 胶 酯 难 深 ， 将 粉末 
状 琼 胶 与 二 甲 基 亚 砚 在 70°C 加 热 一 定时 间 后 过 滤 , 便 可 以 将 琼 胶 
酯 除去 ， 试 剂 沉 淀 法 是 加 一 种 能 使 琼 胶 素 或 琼 胶 酯 二 者 之 一 沉淀 
的 试剂 , 如 加 十 六 烷 毛 化 吡啶 到 琼 胶 溶液 中 , 它 能 与 琼 胶 酯 形成 沉 
淀 , 然后 过 滤 或 离心 除去 ; 离子 交换 法 , 琼 胶 酯 分 子 上 带 有 硫酸 基 
和 羧基 ， 当 用 DEA 卫 -纤维 素 或 DEAE EE Ah I, BR 
胶 酯 便 被 吸附 在 交换 剂 上 , 而 琼 胶 素 不 被 吸附 , 二 者 便 被 分 开 ， 制 
备 琼 胶 素 的 方法 较 多 , 现 介绍 两 种 方法 , 一 是 二 甲 基 亚 硕 法 , 该 法 
优点 是 操作 十 分 简单 ,缺点 是 质量 不 是 很 好 . 另 一 种 方法 是 先 经 
碱 处 理 后 用 离子 交换 法 ， 这 个 方法 操作 步骤 比 前 者 稍 多 些 , 俱 产 品 


。238 。 


质量 极 好 . 

@ 二 甲 基 亚 砚 法 : 粉 未 状 琼 胶 20g 放 2000mL 三 角 烧 瓶 中 ， 
加 1000 mL 二 甲 基 亚 砚 在 70*O 连续 搅拌 工 小 时 , 尼龙 得 绢 过 滤 ， 
滤液 减 压 浓缩 至 原来 体积 的 2/3, 然后 成 细 流 状 倒 入 三 倍 量 的 丙 
酮 中 , 得 白色 沉淀 , 放置 过 夜 使 沉淀 沉 集 在 底部 ,用 尼龙 筛 绢 过 滤 ， 
用 手 挤 压 ， 再 用 丙酮 浸 洗 三 次 , 每 次 500 mL, RAT, WR 
盘 上 , 放 入 真空 烘箱 中 约 40°C 抽空 干燥 , 得 白色 琼 胶 素 . 

@ 碱 -DEAE- 纤 维 素 法 ， 取 琼 胶 20g (最 好 成 条 状 或 薄片 
状 ) ,加 600 mL 5% NaO 互 在 60~65*0 处 理 4 小 时 , 倒 去 碱 液 ,水 
洗 至 近 中 性 , MA0.4% 漂白 粉 溶液 (预先 经 过 滤纸 过 滤 ， 再 用 酸 
调 至 中 性 )600 mL HA, AB 20~380 分 钟 至 颜色 成 白色 为 止 , 充 
分 水 洗 以 除去 剩余 漂白 粉 ， 加 1000 mL 水 加 热 使 琼 胶 溶 化 , 通过 
纸浆 抽 气 过 滤 , 滤液 放 冷 凝固 , 切 条 ,用 尼龙 滤 布 将 凝 胶 条 包 起 来 ， 
用 压榨 机 压榨 脱水 , 约 可 除去 90% 的 水 , 再 在 60°C 左右 烘 干 . 

取 上 述 碱 处 理 过 的 琼 胶 了 .5g, 加 -500 mzL 水 加 热 溶化， 当 温 
度 降 至 75?*0 时 加 入 60g 湿 的 DEAE- 纤 维 素 ( 大 约 相 当 于 干 重 
15g, DEAHE- 纤 维 素 是 中 国 科学 院 上 海 有 机 化 学 研究 所 实验 厂 生 
产 的 )， 维持 在 75”C 处 理 1~: 江 .5 小 时 ， 有 时 搅拌 ， 通 过 纸浆 过 滤 ， 

一 滤液 放 冷 凝固 , 切 条 , 再 同 前 一 样 压榨 脱水 , HE, 再 粉碎 , 得 琼 胶 
素 产 品 . 站 

如 果 没 有 压榨 脱水 设备 ， 可 以 将 滤液 慢 慢 地 倒 进 为 胶 液体 积 
45 倍 的 乙醇 或 丙酮 中 ， 使 琼 胶 素 沉淀 下 来 ,离心 或 过 滤 使 沉淀 
与 溶液 分 离 , 沉淀 再 用 乙醇 或 丙酮 洗 二 次 ，50*C HEF, 

【讨论 】 

CL) -应 选择 凝 胶 强度 高 的 琼 胶 作 原料 ， 否 则 产品 的 凝 胶 强度 
虽 比 起 始 原 料 好 ,但 不 能 很 高 。 因 目 前 的 方法 只 能 通过 减少 琼 胶 
酯 和 其 他 杂质 的 含量 ， 以 及 碱 处 理 使 在 3 位 或 6 位 上 联 有 硫酸 基 
的 半 乳 糖 转变 成 8， 6- 内 醚 - 半 乳 糖 这 两 条 途径 来 提高 凝 胶 强度 . 
如 果 在 琼 胶 的 制造 过 程 中 由 于 加 酸 过 多 等 原因 使 琼 胶 大 分 子 水 解 
成 小 分 子 ， 则 凝 胶 强 度 下 降 . 对 这 样 的 小 分 子 , 现 有 的 制造 琼 胶 素 
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的 方法 是 无 法 使 之 再 聚合 起 来 的 . 

(2) 琼 胶 素 的 质量 规格 主要 有 ;， 电 渗 、 硫 酸 基 和 灰分 含量 、 凝 
胶 强 度 、 融 点 和 凝固 点 等 , 由 于 所 用 原料 和 制造 方法 的 不 同 , 产品 
质量 差别 相当 大 .硫酸 基 含量 一 般 为 0.38~0.5%， 高 纯度 的 硫酸 
FER EMR 0.15%, a BE RI HBR), see Ri FE 400~ 
600 g/cm? 左右 ， 最 高 的 可 达 1000 g/cm?, 

【文献 】 
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(RAH) 
Citi) 珠 状 琼 胶 素 凝 胶 的 制备 

用 上 述 方法 制 成 的 琼 胶 素 是 无 定形 的 白色 粉末 ， 这 种 粉末 不 

能 直接 用 于 凝 胶 层 析 或 亲 和 层 析 等 ， 为 了 制造 适合 这 类 用 途 的 产 

品 , 必须 将 琼 胶 素 进 行 再 加 工 , 以 制 成 微小 圆 形 的 珠 状 琼 胶 素 凝 胶 
(beaded agarose gel), a] Fig #2 Pharmacia 厂 生 产 的 Sepharose 
MERA ih, EA BETTIS EA, PRIA TPR, 根 
据 我 们 的 经 验 以 搅拌 法 较 好 . 该 法 是 将 琼 胶 素 深 于 水 , 配 成 一 定 
浓度 的 胶 液 ， 然 后 用 与 水 不 相 溶 的 有 机 溶剂 在 表面 活性 剂 的 存在 ~ 

下 混合 激烈 搅拌 , 使 胶 液 成 微小 液 滴 分 散在 有 机 溶剂 中 , 冷却 , 使 
胶 液 凝固 成 半 固 体 状 凝 胶 . 

【操作 】 

称 取 5.447g 12 号 琼 胶 素 (青岛 海洋 渔业 公司 水 产品 加 工厂 
生产 ) 放 500 mL 烧瓶 中 加 180 mL ARR AK, 配 成 4% 浓度 , 放 加 压 
锅 中 加 热 溶 化 ， 另 取 200 mL 甲苯 和 60 mL 四 氯 化 碳 以 及 工 .2g 
司 本 -80 混合 并 预 热 至 65"0， 将 此 混合 溶剂 倒 进 烧 瓶 中 与 已 溶解 
的 胶 液 混合 ， 将 烧瓶 立即 装 上 搅拌 器 开始 搅拌 ， 抄 拌 速 度 由 慢 到 
快 ,激烈 搅拌 巨 分 钟 ,然后 在 烧瓶 外 面 用 冷水 冷却 并 继续 搅拌 6 分 
钟 停止 ， 用 尼龙 过 滤 布 袋 在 布 氏 漏 斗 上 过 滤 ， 乙 醚 洗 数 次 再 用 水 
洗 数 次 ， 将 珠 状 凝 胶 加 85°C 的 水 放 抽 滤 瓶 中 ， 联 到 水 泵 上 在 磁力 
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搅拌 下 抽 气 以 除去 乙醚 , 最 后 用 60 目 和 120 BSF KL, Si 
去 大 于 60 目 和 小 于 120 目的 粒子 ， 得 大 小 为 60~120 FW HK 
琼 胶 素 凝 胶 ， 因 开始 浓度 为 4 多 故 相 当 于 Sepharose 4B, 加 入 
NaN, 至 浓度 为 0.02% EDT BHI. 

【文献 】 

哆 升 耀 、 刘 万 庆 、 石 光 汉 、 朱 光 福 ,海洋 科学 。(1): 1O~15 (1978). 
Hjerten, S., Biochim. Biophys. Acta. 79: 393~398 (1964). 
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(iv) 卡拉 胶 的 提取 制备 

卡拉 胶 与 琼 胶 之 间 最 明显 的 差异 表现 在 凝固 性 能 上 .， 琼 胶 的 
凝固 性 基本 不 受 外 加 电解 质 的 影响 , 而 卡拉 胶 ( 主 要 指 二 卡拉 胶 ) 
受 电解 质 的 影响 极 大 , 完全 不 加 电解 质 时 它 几 乎 不 能 凝固 ,而 少量 
的 电解 质 如 加 入 0.2% HR) KCL 便 能 很 明显 地 提高 它 的 凝 胶 强 度 . 
和 -卡拉 胶 不 论 加 电解 质 与 否 均 不 能 凝固 ,但 粘度 比 eR BR 

含有 卡拉 胶 的 红 藻 种 类 很 多 , 主要 的 有 腊 麟 菜 属 、 角 又 菜 属 、 
AZ BRIER. VD SBR. BR AS OR J AT SB. 由 于 原料 种 类 不 同 ， 
以 及 所 需要 的 卡拉 胶 的 种 类 和 性质 的 不 同 , 制 备 方法 也 随 之 而 异 . 
有 的 卡拉 胶 易 溶 于 冷水 ,所 以 用 冷水 提取 便 可 以 ,对 这 样 的 海藻 在 
水 洗 时 必须 快速 .多数 海藻 以 加 热 提 取 较 好 . 

由 一 般 卡 拉 胶 的 制备 法 : 从 海里 采 来 琼 枝 , 淡水 洗 , 然后 进行 
日 光 漂 白 晒 二 (人 参阅 石花 菜 的 漂白 ). 将 漂白 上 晒 干 的 琼 枝 前 碎 ， 称 
取 20g 放 烧 杯 中 ,水 洗 , 加 1000 mL 水 , 放 沸 水 浴 中 搅拌 加 热 3 小 
时 , 用 尼龙 筛 绢 粗 滤 ， 除 去 洼 子 ,滤液 加 入 20 g 助 滤 剂 545,， 如 果 
粘度 太 大 难过 滤 时 应 适当 多 加 ,用 布 氏 漏斗 放 二 层 滤纸 抽 气 过 滤 ， 
得 澄清 液 , 放 冷 凝固 (必要 时 可 在 滤液 中 加 入 少量 区 Q1， 以 增强 其 
凝固 性 ), 将 凝固 好 的 凝 胶 切 成 细 条 , 置 扩 瓷 盘 上 放 入 低温 冰箱 中 ， 
约 一 10 WY, 待 完 全 冻 透 之 后 取出 ,加 1500mL 95% 酒精 融化 
胶水 ,用 尼龙 筛 绢 过 滤 , 挤 压 去 水 和 酒精 ,再 用 400 mL 85% 酒精 
浸 洗 一 次 , 过滤, 挤 压 去 酒精 , 放 红 外 灯 下 干燥 . 

Q) 碱 处 理 法 : 这 种 方法 主要 是 为 了 提高 产品 的 凝 胶 强 度 , 产 
率 一 般 不 如 前 一 方法 高 ， 
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BU HGF BY A BY Be AK 20 g He be OF HP I A 500 mL 82% 
NaOH, 室温 浸泡 8 天 ， 倒 去 碱 液 ， 反 复 用 水 浸 洗 至 中 性 ， 加 800 
m 工 水 放 沸 水 浴 中 搅拌 加 热 3 小 时 ,用 尼龙 筛 绢 粗 滤 ,滤液 加 10g 
助 滤 剂 545, 经 二 层 滤纸 抽 气 过 滤 , WMI RA, WA, a. 冻 
后 加 1200 mL 95% 酒精 融化 脱水 ,再 用 300mL 85% BRR 
次 , 烘 于 . 

@ x- 卡 拉 胶 与 和 -卡拉 胶 的 分 离 : 有 些 海藻 同时 含有 Al A- 
两 种 卡拉 胶 , 用 这 种 海藻 作 原 料 时 产品 便 是 这 两 种 胶 的 混合 物 .为 
了 使 这 二 者 分 开 ， 可 利用 AKER 40°C HAWF KOH 溶液 ， 
而 卡拉 胶 难 溶 的 特点 使 之 分 离 . 

栖 王 漂白 的 海藻 20g 放 烧 杯 中 水 洗 ， 加 入 400g1.2% W/ 
W) KOH, 再 加 水 至 800g, It KOH HR EAHO.6%, = . 
40°C 提取 48 小 时 , 有 时 搅拌 , 用 尼龙 筛 绢 粗 滤 , 滤液 加 入 10g 二 
滤 剂 545, 经 滤纸 精 滤 , 滤液 倒 入 二 体积 的 异 丙 醇 中 , 得 沉淀 ,用 尼 
龙 筛 绢 过 滤 ， 沉 淀 再 用 85% FABRIK, RFRA, 
将 尼龙 筛 绢 过 滤 出 来 的 海藻 洼 子 转移 到 烧杯 中 , 加 800 mL FEM 
水 浴 中 提取 2 小 时 ,同样 先 用 尼龙 得 绢 过 滤 ， 再 加 助 滤 剂 精 滤 ， 滤 
液 倒 入 二 体积 的 异 丙 醇 中 得 沉淀 ， 将 沉 演 过滤， 再 用 蜡 丙 醇 洗 二 
UK, 烘 于 得 二 卡拉 胶 . 

【文献 】 
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| (LAM) 
2. 红 菏 多 糖 物理 性 质 的 测定 

G) 凝固 性 :” 一 些 红 党 胶 的 稀 水 溶液 在 加 热 深化 后 放 冷 时 能 
形成 半 固 体 状 透 明 的 洗 腕 ， 红 咯 胶 的 这 一 性 能 是 红 党 胶 所 具有 的 
最 独特 的 性 能 , 它 的 用 途 很 多 都 与 此 有 关 , DR I AB OB I 
红 落 胶 最 主要 的 一 项 指标 . 测定 凝固 性 能 的 方法 主要 有 两 类 , 一 
类 是 测定 在 一 定 浓度、 一 定 温度 等 条 件 下 将 凝 胶 压 破 所 需 的 压力 ， 
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叫 凝 胶 强度 ; 另 一 类 是 测定 形成 凝 胶 所 需 琼 胶 等 样品 的 最 低 浓度 ， 


图 ?5 凝 胶 强 度 测 定 器 示意 图 

1. EF 2. 马达 3. 玻璃 下 

4. Hee 5. et 6. 指针 
7. SBS FP 


叫 凝 固 能 力 . 

@ 儿 胶 强度 的 测定 : 凝 胶 强 
度 测 定 器 见 图 75, 此 测定 器 的 上 
部 是 一 根 压 杆 ， 压 杆 由 马达 驱动 
使 之 等 速 慢 慢 下 压 ， 压 杆 下 端 是 
不 锈 钢 做 的 表面 积 为 1.0 om? 的 
压 头 . 测定 时 ,此 压 头 放 在 待 测 
凝 胶 的 表面 ， 凝 胶 用 小 玻璃 下 盛 
着 ， 和 玻璃 严 放 在 弹簧 种 上 方 的 称 
盘 上 ， 当 接 通 电源 后 压 杆 向 下 移 
BN, 逐渐 讨 紧 凝 胶 , 其 压力 通过 凝 
胶 传 到 弹 竹 征 上 ， 使 弹簧 释 上 的 
指针 转动 ， 这 时 注意 指针 转动 所 
指向 的 刻度 . EBC RE AR Se EE 
在 它 上 面 的 压力 而 不 被 压 破 时 ， 


指针 继续 转动 , 压力 继续 增加 , 一 旦 凝 胶 承 受 不 住 压 力 时 , BEE 
被 压 破 ， 就 在 此 时 指针 退回 , 注意 指针 在 退回 前 所 达到 的 最 高 点 ， 
此 点 便 是 该 样品 的 凝 胶 强 度 ， 以 克 / 厘 米 ” 


表示 . 


简易 凝 胶 强度 测定 器 见 图 76, 用 铝板 
做 一 工 形 漏斗 ,漏斗 用 来 放 钢 珠 ， 漏 斗 下 
部 接 一 不 锈 钢 的 柄 , WATE 150m 厚 的 金 
属 板 上 钻 开 的 孔 中 , 可 以 上 下 移动 . 不 锈 
钢 柄 的 下 端 是 面积 为 1.0 om? 的 压 头 ， 测 
定时 将 压 头 放 在 凝 胶 表 面 ， 慢 慢 地 向 漏斗 


46 .简易 凝 胶 


测定 器 示意 图 


里 加 钢珠 ， 使 压 在 凝 胶 表 面 上 的 压力 逐渐 1. 漏斗 2. 不锈钢 柄 
HOI. 注意 凝 胶 的 表面 ,至 凝 胶 表 面 被 压 3. BER 4. 凝 胶 
破 时 停止 加 钢珠 ， 称 所 加 钢珠 的 重量 再 加 漏斗 的 重量 就 是 该 样品 


的 凝 胶 强 度 ， 
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【操作 】 

先 称 1.00g 样品 在 105°C 烘 4 小 时 测定 其 水 分 含量 ， 然 后 
称 取 扣 除 水 分 等 于 干 重 1.00g 的 样品 , J 100 mL 2 1 7k BE 
1.0% 演 度 的 胶 液 。 样品 在 水 中 浸泡 数 小 时 后 放 压 力 锅 中 在 5x 
10* Pa 压力 加 热 半 小 时 ,取出 搅拌 , 如 果 没 全 溶 则 须 放 六 压力 锅 中 
再 加 热 一 段 时 间 ， 至 完全 溶解 为 止 ， 搅 匀 ， 趁 热 倒 入 4 只 直径 35 
mm 高 25 mm 的 玻璃 四 中 (或 类 似 的 小 烧杯 中 ) ,每 只 25mL, 放 
置 使 凝固 ,最 少 放 4 小时， 有 的 卡拉 胶 凝 固 温 度 低 , 在 室温 下 不 能 
凝固 者 , 须 放 在 °C 左右 的 冰箱 中 .凝固 后 都 放 入 30°C 的 恒温 箱 
中 ;桓温 工 小 时 后 逐个 取出 ,用 上 述 的 凝 胶 强 度 测 定 器 测定 . 

【讨论 】 

(GD 简易 式 凝 胶 强度 测定 器 不 能 用 于 凝 胶 强 度 低 于 漏斗 重量 
的 样品 . 

(2) 测定 时 样品 的 浓度 对 凝 胶 强 度 影响 很 大 ， 有 的 规定 统一 
用 1.0%, 也 有 的 规定 用 工 .5 多 , 但 定 下 之 后 便 不 宜 随便 更 改 . 

(3) 自 胶 液 倒 入 玻璃 严 到 测定 这 段 时 间 应 注意 防止 液 面 和 胶 


KATE, 


@ 凝固 能 力 的 测定 ， 样 品 定 水 分 同 前 ， 用 水 配制 二 系列 不 
同 浓度 的 胶 液 (一般 在 0.2~0.5 多 左右) ， 浓 度 间 隔 每 个 相差 
0.05%, 加 热 溶化 后 取 10 mL 胶 液 放 入 直径 15 mm 的 试管 中 ; 在 
20°C 直立 放置 20 小 时 后 , 能 凝固 不 流动 所 需 的 最 小 百 分 浓 度 ， 
为 该 样品 的 凝固 能 力 . 

Gi) 凝固 点 的 测定 

红 藻 胶 在 水 中 加 热 溶化, 放 冷 ,到 一 定 温度 便 凝 固 成 透明 的 半 
固体 状 凝 胶 , 此 凝固 时 的 温度 便 是 凝固 点 ,或 叫 凝 固 温度 . 

【操作 】 

Hc 1.0% 胶 液 ( 同 前 )， 取 10 mL 加 热 溶化 后 的 胶 液 放 六 内 径 
15 mm 试管 中 , 通过 橡皮 塞 播 入 一 支 精密 温度 计 ( 刻 度 0.2"0)， 
水 银 部 分 在 液 面 之 下 将 试管 垂直 地 放 在 一 只 可 控制 温度 的 水 浴 
里 , 水 浴 装 有 加 热 和 冷却 两 种 装置 , 控制 使 温度 慢 慢 下 降 , 每 分 钟 
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纺 下 降 1 时 时 将 试管 借 斜 45*C 角 , 观察 液 面 的 流动 情况 , 至 倾 
斜 45°C is OT EELS BH BE 

(iii) Ab RON Gz 

将 凝固 的 凝 胶 加 热 时 ,到 某 一 定 温度 凝 胶 便 又 融化 ,此 融化 时 
的 温度 称 为 “ 融 点 ”或 “融化 温度 ” 

琼 胶 的 凝固 点 和 融 点 相差 约 50°C, 差别 的 大 小 与 原料 种 类 和 
制造 方法 有 关 . 

RTE) 

15 mL 1.0% 胶 液 (配制 方法 同 前 ) 放 入 一 内 径 22 mm 大 

试管 中 ,通过 橡皮 塞 揪 入 一 支 精密 温度 计 (刻度 为 0.2"0) 使 水 银 

” 球 在 液 面 下 , 室温 垂直 放置 20 小 时 , 至 少 4 小 时 使 凝固 , 通过 橡皮 
塞 的 另 一 孔 小 心 放 入 一 粒 不 锈 钢珠 (y 3 mom) 放 在 凝 胶 表面 上 , 将 
试管 垂直 固定 在 可 控制 温度 的 水 浴 里 , 慢 慢 加 热 , 使 每 分 钟 约 上 升 
1°C, 注意 观 察 不 锈 钢珠 的 位 置 ， 当 凝 胶 融 化 时 珠子 一 下 子 便 沉 至 
试管 底部 , 记录 此 时 的 温度 便 是 该 样品 的 融 点 . 

【讨论 ]】 

在 测定 卡拉 胶 样 品 的 凝 胶 强 度 、 凝 固 能 力 、 凝 固 点 和 融 点 时 ， 
由 于 多 数 卡拉 胶 在 纯 水 中 没有 电解 质 存在 ,不 能 凝固 或 凝固 很 弱 ， 
故 在 测定 时 常 加 入 一 定数 量 的 某 种 电解 质 , 以 提高 其 凝固 性 ,最 党 
加 的 电解 质 是 KOOL, 浓度 一 般 定 为 溶液 的 0.29% (mg/mL), 在 此 
同一 条 件 下 比较 其 凝固 性 . 

Civ) 烙 度 的 测定 

琼 胶 的 粘度 通常 很 低 ， 而 且 差别 小 , 多 在 10-°~10- Pa.s 之 
间 , 故 琼 胶 的 粘度 一 般 不 测 .卡拉 胶 类 有 的 粘度 较 大 , 高 的 可 达 数 
Paes, 作 增 稠 剂 和 乳化 剂 等 用 , 对 这 类 卡拉 胶 来 说 , 粘度 是 主要 的 
一 项 指标 . 

【操作 】 

Fi 1.0% 胶 液 50 mL( 同 前 ), 加 热 溶 化 后 待 凉 至 65*0 时 倒 入 
Hoppler 落 球 式 粘度 计 的 盛 胶 液 的 玻璃 管 中 ， 玻 管 下 端 在 装 入 胶 
液 前 先 盖 紧 , 倒 胶 液 时 小 心 避 免 带 进 气泡 ,如果 带 进 气泡 可 用 细 玻 
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棒 将 气泡 赶 出 来 . 选择 适当 的 金属 球 或 玻璃 球 放 在 胶 液 里 ， 将 玻 
管 上 端 盖 紧 , 玻 管 外 面 的 水 与 一 精密 的 带 有 水 泵 的 恒温 水 浴 相 连 ， 
使 循环 的 水 准确 地 调节 在 60°C, 转动 粘度 计 ， 使 球 在 胶 液 中 上 
下 通过 数 次 ,以 使 胶 液 温 度 与 外 面 水 浴 的 温度 平衡 . 然后 用 秒表 
测量 球 下 落 的 时 间 , 反复 测 4~5 次 ， 至 基本 恒定 止 ， 再 计算 成 以 
(Pa+s) 为 单位 的 粘度 . 

(v) 透明 度 的 测定 

红 藻 胶 形成 的 凝 胶 具 有 相当 好 的 透明 度 ， 透 明 的 程度 与 海 蔬 
种 类 和 制造 方法 等 有 密切 关系 通常 热 的 琼 胶 溶液 比 凝 固 后 的 北 
胶 的 透明 度 好 ， 而 刀 卡 拉 胶 的 透明 度 又 比 琼 胶 的 好 .测定 透明 度 
有 两 种 方法 , 一 是 分 光 光 度 计 法 ,用 仪器 测量 透 光度 ; 二 是 目测 法 ， 
用 肉眼 观测 ， 前 者 比较 客观 .准确 , 但 仪器 较 贵 , 后 者 不 需要 仪器 ; 
简便 易 行 , 但 准确 性 不 如 前 者 . 

® 分 光 光 度 计 法 : 在 可 见 光 范 围 内 (880~780 nm) nc mnen 
BER ECRE HR KT, TA BOR REA, WRK 
透 光 度 小 ， 我 们 选 定 的 浓度 是 1.0%, WK K JE 420 nm Fil 660 
nm, 


Wo 1.0% 胶 液 ( 同 前 ) 倒 入 工 .0 em Hf}, YS SES A 


后 ,用 分 光 交 度 计 (72 型 或 921 型 分 光 光 度 计 均 可 ) 测 定 在 420nm 


和 660 nm 两 处 的 透 光 度 , 以 水 作对 照 . 

@ 目测 法 : 81.0% 胶 液 ( 同 前 ) 倒 入 2.0 cm 比 色 亚 中 ， 放 
冷 , 完全 凝固 后 , RFE LY ee Eh ME ee” 上 , HA 
眼 通 过 凝 胶 观 看 表 上 的 符号 ， 该 表 符 号 从 大 到 小 分 为 芭 FE, 分别 
有 数字 代表 ,符号 最 大 的 为 0.1,， 最 小 的 为 二 .5， 其 间 分 别 为 0. 于 
0.3.0.4.0.5.0.6.0.7.0.8.0.9.1.0 和 II.2. 用 肉眼 所 能 看 
清 的 最 小 符号 其 相应 的 数字 便 是 该 样品 的 透明 度 . 


【文献 】 
柳川 铁 之 助 , RK, 日 本 产业 图 书 株式 会 社 . 1946. 
Hong, K. C. et al., Tohoku J. Agr. Res. 17 (3): 241~247 (1967). 
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WWE (algin, alginate 或 alginic acid) 是 褐藻 共有 的 一 种 
细胞 间 多 糖 , SEH B-1, 全 D- 甘 露 糖 醛 酸 (M) 和 o-1， 4-L-F 
REAR (G) 不 规则 地 联结 起 来 的 线形 长 链 分 子 . 


GOON3 
OH 
OOONa 下 


一 一 人 1 一 一 4 工 一 = 一任 
al-e Bins pi- 


褐藻 胶 

褐藻 胶 中 的 M Al G 是 以 M-HREL, GR ELA MG-1R ER FFE. 
分 子 中 M/G HABLA BAAR BEY 3} Hi, 与 褐藻 胶 的 物理 化 学 性 质 和 
应 用 有 直接 关系 . 用 以 生产 褐藻 胶 的 主要 原料 有 海带 、 巨 藻 、 泡 叶 
BK BAG MRE, : 

褐藻 糖 胶 系 1918 年 Kylin 由 褐藻 中 发 现 的 一 种 细胞 间 多 
糖 ， 它 主要 是 以 0 2, DAL Ol, 3 和 001L 4A o-L-4 BR 
糖 熏 硫酸 酯 的 多 聚 物 ， 并 且 还 含有 不 同比 例 的 半 乳 糖 、. 木 糖 .葡萄 
糖 醛 酸 和 少量 蛋白 质 ， 褐 藻 糖 胶 具有 抗 凝血 、 清 血脂 作用 ,对 有 毒 
重金 属 离子 的 络 合作 用 等 ， 褐 藻 糖 胶 在 墨 角 菠 .海带 .裙带 菜 中 含 
量 较 高 , 可 用 作 分 离 的 原料 . 

海带 淀粉 亦 称 褐藻 淀 粉 ， 是 Schmiedeborg 首先 从 褐藻 提 
取出 来 的 胞 内 多 糖 ， 它 主要 是 由 8B-1, 38-D- 葡 萄 糖 组 成 ， 可 能 有 
丙种 形式 ， 一 为 葡 聚 糖 还 原 未 端 联结 有 一 分 子 甘 露 醇 ， 称 为 M- 
链 ; 一 为 全 由 葡 聚 糖 组 成 的 G- 链 . 除 主要 为 B-1, 3 糖 音 联结 外 ， 
尚 有 少量 B-1, 6 链 间 糖苷 键 . 

1. eK 

Ci) 褐藻 胶 的 分 离 与 提纯 

称 取 10.0g BAH 0.5cm 的 干 海带 (马尾 菠 可 取 20.0g)， 
加 入 200 mL0.1mol/ 工 了 O1 处 理工 小 时 , 水 洗 ， 加 200 mL1% 
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甲醛 溶液 (以 40% 甲醛 液 作 为 100 多 计 ) 浸泡 一 夜 ,水 洗 ， 加 六 500 
mL1% Nas00; 溶液 于 60"C 提 取 工 小 时 ( 马 昆 莫 加 800mL NasOO0。 
YAY, TT0~TS°CHERD , 2b ALLUE, WF FFIM 400mL 0.5%NasOOs 
YAU (FAM 600 mL) A HER LA. RUE RAI, FEA 
玻璃 丝 、 棉 花 , 后 用 滤纸 过 滤 . 然后 滤液 中 加 入 稀 盐 酸 (3:10), te 
拌 ， 至 p 也 2， 生成 的 褐藻 酸 凝 胶 用 纱布 滤 出 , 水 洗 数 次 ， 加 入 适 
Ht 2% NaOH YAN, MBS. IAG NaClO 溶液 漂白 154 
Sb. 注入 2 FEZ, EMA RB MR, AML 85% 和 95% Z 
醇 依次 洗涤 脱水 ,最 后 于 30°C 减 压 干燥 . 
【文献 】 


纪 明 侯 、 史 升 耀 ,海洋 科学 集刊 .1: 1984195 (1962). 
2 OR, 海洋 科学 集刊 . 1: 140~158 (1962). 


(ZR): 

(ii) 褐 党 胶 的 测定 

测定 褐 营 中 褐藻 胶 的 含量 或 褐藻 胶 的 纯度 ， 有 重量 法 和 容量 
法 . 

重量 法 : 与 上 述 分 离 方法 相同 ,此 法 所 得 百分率 与 工业 生产 中 
的 提取 率 相 近似 , 适 于 生产 单位 对 原料 的 监测 . 得 并 不 能 反映 党 
体 中 实际 的 含量 ， 因 受 提取 条 件 . 褐藻 胶 分 子 量 大 小 等 因素 的 限 
制 ,一 般 比 实际 含量 要 低 . 

容量 法 : 有 滴定 法 和 COs 法 两 种 . 

滴定 法 : 称 取 0.5g 王 菠 粉 00 目 ) ,加 10mL 0.1imol/L H3S0, 
过 夜 ,水 洗 后 , 用 20 mL 水 洗 至 烧杯 中 , 加 入 等 体积 的 NasCOs 4 
YR, 50°C 搅拌 2 小时, 过滤, 以 20mL1.5% Na.OOs WME, 然后 
PE (LO mLEx3)， 合 并， 加 30mL10% CaCl. 溶液 放置 2 小 时 ， 
过 滤 ， 加 入 20 mL 1 mol/L HCl 搅拌 数 分 钟 ， 先 以 OL Zn 
(10 mLimol/L HO1+50 mL 乙醇 ) 洗 ,继而 以 乙醇 洗 至 无 Q1- 反 
应 . 加 入 50 mL 7k, 830 mL0.5mol/LGa(OAc)s 深 液 ， 摇 动工 小 
时 ， 以 0.1mol/ 工 NaO 互 溶液 滴定 游离 的 乙酸 ( 酚 栈 作 指示 )， 算 
出 褐 营 酸 (CeHsOe) 的 百分比 。 
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HCOH POH CH 一 CH 
HOOH _ HCOOH 
Le 4 = 了 Ho。 cH 0-CHO 
CH HOCH 
AP ESP 0 
CH CH, 
aft 
oe ogee. Ba ie RE 
D .甘露 糖 醛 酸 


CO. 法 一 一 褐 营 酸 用 ipa HO] 加 热 水 解 ,生成 QO。 FIPRME, 
从 COs 的 生成 量 计 算 褐藻 的 售 

称 取 0.50g FRAT 100 ~ (如 测 褐藻 酸 钠 称 取 0.20g)， 
加 入 20 mL 0.2 mol/ 工 了 804 溶液 放 置 一 夜 ,过滤 ， 水 洗 . #5 BE 
os ARR BOO 77 所 示 分 解 瓶 中 ， 先 抽 气 排出 整个 系统 
中 的 Q0。 气 ， 然 后 于 分 解 瓶 中 注入 30 mL 19% HC1[100 mL 浓 
HO] (37%) 注 入 113 mL 水 中 混合 ) ， 两 吸收 瓶 中 各 加 入 25 mL 
0.05 mol/LBa(OH)，。 溶 液 ， 分 解 瓶 以 砂 浴 加 热 至 140 C,， 沸腾 2 
小 时 后 再 注入 80 mL 19% 酸 ,继续 加 热 2 小 时 .其间 生 成 的 COs 
经 过 锌 粒 和 脱水 剂 除去 盐酸 气 和 水 分 , 通 入 0.05 mol/L Ba (OH). 


图 ?77 CO. Were 


1. BAO, KPRDIHA(Ascarite) 2. 50% NaOH 溶液 3. SHIR 4. WD 
% 5. BE 6. 19% HO] 7. 温度 计 8. se 7 (20S fii FL) 9. 脱水 剂 
(Dehydrite) 10, 0,05mol/L Ba(OH). 溶液 11. 空气 出 口 , 抽 和 气 
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溶液 中 被 吸收 ， 最 后 合并 两 瓶 中 的 Ba (OH). 溶液 , LW 0.1 mol/L 
HCl 滴定 剩余 的 Ba(O 互 )。， 减 去 空白 值 后 算出 样品 中 的 褐藻 酸 
含量 . 褐 薄 酸 单 糖分 子 量 以 176 计 ， 其 钠 盐 以 198 t+, CO. 的 理 
” 论 生 成 量 为 褐 薄 酸 为 25.0 双 ,对 其 钠 盐 为 22.29%. 

_ 0.022 x Myx V4x100 
ET ge 


Na-alg % = CO. ( %) ~ 


22.2 


Vie M 
Vi=V.—-Vs, V2= 4 4 
Baty A ot g Mi 


式 中 : Vi; Ba(OH)s 消耗 mL; 
Vo; Ba(OH) > 原始 体积 (mL); 
Vs; Ba(OH)s 剩余 体积 (mL); 
Va; HOl 使 用 体积 Cul); 
M;; Ba(OH)s 的 摩尔 数 ; 
M,;, HOl 的 摩尔 数 ; 
W, 样品 重量 (无 水 物 ，g). 
或 者 从 下 式 也 可 算出 : 


Na-alg % ——(2— oe | 
式 中 : 思 :滴定 Ba(\OH)。 原 始 体积 (空白 ) 所 消耗 0.1mol/ 工 互 O1 
(KAR (mL) ; 
ty; 滴定 剩余 Ba (OH) » Pri FE 0.1 mol/L HOl (A GL); 
W, 样品 重量 (mg). 


表 46 FATEMRHRPHBRKSE 


CO, We & 重量 法 
% RH | 采集 日 期 与 地 点 | 海藻 样品 | 90 生成 量 | RRR fae 
‘| BRE) (g) (%) (%) 

Wer |11954.6.16. 青 岛 0.6030 0.0279 20.8 12.6 
海 芍 子 0.5728 0.0318 25.0 19.3 
海 “ 带 0.6530 0.0325 22.4 一 : 
0.9620 0.0547 25.6 23.4 


海 带 


1959.5.14. 烟 台 0.7090 
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[文献 】 
纪 明 侯 、\ 张 燕 霞 ,海洋 科学 集刊 , 1: 196~205 (1962). 
Cameron， M. CO. et al. _J. Soc. Chem. Ind. 67 (4): 161~164 (1948) . 

Gii) 甘露 糖 醛 酸 (M) 与 古 罗 糖 醛 酸 (G) 的 定量 测定 

褐藻 胶 的 水 解 ， 称 取 50 mg Na-alg 样品 置 玻璃 管 中 , 在 冰 水 

冷却 下 加 入 0.5mL 80% H.SO. 溶液 , 室温 (20"0) 水 解 18 小 时 ， 
于 冰 水 冷却 下 加 入 6.5 mL 蒸 饮水 使 硫酸 浓度 为 在 mol/ 工 ,封闭 试 
管 ,于 沸水 浴 中 加 热 水 解 5 小 时 , 冷 后 转移 至 小 烧杯 中 ， 加 稍 过 量 
的 ga00s 中 和 ， 抽 滤 ， 用 水 洗 至 滤液 体积 为 原水 解 液 的 两 倍 ， 人 
以 分 离 M AG, 

M 和 G 的 分 离 ， 首 先 将 蒸 饮水 浸泡 过 的 Dowex1 x2 HAT 
树脂 (200~400 目 ) 装 入 28x2 cm 玻璃 层 析 柱 中 ， 然 后 加 入 10% 
NaOH Aw HN HAR OH 型 ， 再 用 乙酸 淋 洗 树脂 使 转变 成 乙 | 
酸 型 ， 最 后 以 0.5 mol/L 乙酸 充分 淋 洗 ， 水解 液 在 上 柱 前 加 0.1 | 
mol/L NaOH 溶液 调节 pH B 8, HAM HREM a Eh. ok 
解 液 进 柱 后 用 1L 0.5 mol/L 3% 2mol/L 乙酸 进行 线性 梯度 洗 脱 
(0.3 mL/min) ,用 部 分 收集 器 计时 收集 洗 脱 液 ， 待 洗 脱 液 流 尽 
后 ,树脂 以 0.5 mol/L 乙酸 充分 淋 洗 , 可 重复 使 用 . 

洗 脱 液 的 定性 鉴定 ;从 各 接收 管 吸取 0.03 mL YER, IM 
滤纸 上 , 喷 以 显 色 剂 (0.93g 苯胺 和 工 .66 g 邻 葵 二 甲酸 溶 于 用 水 人 饱 
和 的 100 mL 正 丁 醇 中 ) 置 105”C PEA HA HED 分 钟 . 滤纸 上 出 现 二 
大 组 斑点 : 前 一 组 为 G,， 后 一 组 为 M， 据 此 , 将 两 糖 醛 酸 的 洗 脱 液 
分 别 归并 在 一 起 ,测量 体积 , 进行 比 色 定量 . 

比 色 测 定 与 计算 : 吸取 2 mL 含 糖 醛 酸 的 试 液 , 注入 具 玻 塞 试 
管 中 , 加 入 0.04mL 80% AEM, HEA, HE 50°C 水 浴 中 保温 , 快 | 
速 加 入 5 mL 浓 硫 酸 ,充分 播 萝 使 均匀 ， 放 置 20 分 钟 后 于 485 nm | 
波长 下 以 分 光 光 度 计 测 光 密 度 , HERA M/A 比值 ; 

M,xM,x0.68 


AP; Wu Gy, 分 别 为 W AG ROBE BEAR (mL); 
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M., G, 分 别 为 每 革 毫 升 洗 脱 液 所 含 WM 和 @G 的 量 (magy 

0.68, 水 解 时 两 糖 醛 酸 的 破坏 比率 校正 系数 . 

MAG 标准 溶液 的 制备 和 工作 曲线 ， 在 测定 歼 与 G 之 前 ， 
必须 先 制 备 标 准 的 习 和 G 洲 液 . 其 基本 步骤 与 糖 醛 酸 的 水 解 与 
分 离 相 似 ， 

称 取 4.0g Na-alg， 在 冰 水 冷却 下 与 40mL 80% H.SO, 相 
WA, 20°C 水 解 18 小 时 ， 边 冰 水 冷却 ， 边 加 入 520 mL 蒸 饮 水 使 
酸 浓度 降 至 夺 mol/ 工 ,于 沸水 浴 中 回流 5 小 时 ， 冷 后 加 Qa0O。 中 
Al, 抽 滤 ,洗涤 ,滤液 减 压 浓缩 至 约 100.mL, 加 28g 活性 碳 脱色 . 过 
滤 后 的 水 解 液 以 NaOH WR pH 28, 加 入 到 已 处 理 成 乙酸 型 
Ky Dowex 1 x 2 BA BS FARE (50 x4cm) 中 ,以 10 工 0.5~2mol/ 工 
乙酸 进行 梯度 洗 脱 . 用 部 分 收集 器 以 120 mL/h 的 速度 收集 洗 脱 
液 . 同上 定性 鉴定 . DRAKE MACHER, Sw Ra 
至 约 30~40 mL, 通过 阳离子 交换 树脂 ， 减 压 浓 缩 至 糖浆 ,加 30 
mL 乙醇 溶解 ， 再 浓缩 至 糖浆 ， 反复 2~3 次 ， 以 除去 微量 乙酸 
至 0.001 mol/ 工 以下， 加 入 30 mL 蒸 饮 水 和 少量 阴离子 树脂 
(OH- 型 ) ,除去 色泽 和 残存 的 阴离子 (BI Ol 反应 ) .过 滤 , 滤液 
HA 0.5 mol/L NaOH 溶液 使 p 也 至 8, 放置 半 小 时 ， 通 过 强酸 ， 
型 阳离子 交换 树脂 柱 使 糖 醛 酸 钠 盐 再 转变 成 糖 醋酸. 取 一 定量 溶 
mW, FA 0.1 mol/L NaOH wwe GER), ， 确 定 溶液 中 糖 醛 
酸 的 含量 ， 以 此 配制 成 40~~200 ug 的 浓度 系列 ,以 革 mol/ 工 乙酸 
稀释 .于 上 述 条 件 进行 比 色 测 定 , 绘制 浓度 对 光 密 度 的 工作 胡 丝 . 

测 得 几 种 褐藻 的 褐藻 胶 的 了/G 比值 如 表 47 所 示 . 


RAT NBR SE RK M/C 比值 


神 & Rm WH KR 源 M/G th 
21H 5h 2 (Sargassum homiphyll um) 1.06 
Bu tH DL es (Sarg. Siliquastrum) 1.13 
海 # (Laminaria. japonica) 2.01 
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【文献 】 
纪 明 侯 等 ,海洋 与 湖沼 . 12(3): 240~248 (1981). 
(QAR) 

2. 褐藻 糖 胶 

(GD a BA BEBE HY ad BS | | 

BME RMAATTKAS eH, KBRTAAALHAS Di 
淀 法 和 乙醇 沉淀 法 . 

ABBA AMIE: 取 100g HAAR, 加 300 mL 
IK, 于 沸水 洽 上 提取 24 小 时 ， 用 布 过 滤 ， 滤 液 中 加 入 酯 酸 铅 [3g 
Pb(OAc) 2-3H,0 溶 于 10 mL 水] ,然后 加 30 mL 饱和 的 Ba(OH), 
溶液 ; 至 溶液 呈 微 红色 ( 酚 栈 指示 ). 将 生成 的 白色 沈 演 离心 分 离 , 水 
BE UK, BE We WIR (100 mL 7k +30 mL 2 mol/L H.S0,), 
MARR. BRA BaSO, 沉淀 ， 热 水 洗 二 次 .离心 液 与 洗 
液 通过 透析 、 减 压 浓 缩 ， 加 乙醇 至 85% 浓度 ， 则 得 粗 褐藻 糖 胶 沉 
ve. 

乙醇 沉淀 法 : 称 取 20 g 磨 细 干 褐藻 ， 加 入 200 mL 0.1 mol/L 
HCl, 于 70°C 提取 三 次 , BRI. Bd, Bbw NaOH 中 
Fil, 50°C 减 压 浓缩 至 小 体积 ， 加 乙醇 至 30% 浓度 使 褐藻 胶 沉 出 ， 
TH. 滤液 再 加 乙醇 至 60% 浓度 ,得 粗 褐藻 胶 ( 褐 藻 糖 含量 约 
30%). 

【文献 】 


Percival, 卫 . G. V., et al., J. Chem. Soc. 717 (1950). 
Black, W. A. P., et al., J. Appl. Chem. 1: 505~517 (1951) 


Gi) 福 藻 糖 胶 的 提纯 

乙醇 重 沉淀 法 : 将 粗 神 藻 糖 胶 深 于 水 ,加 乙醇 至 80% 浓度 , 除 
去 不 溶 物 , 然后 继续 加 乙醇 至 70% 浓度 ， 并 加 少许 NaCl, 生成 的 
沉淀 经 乙醇 、 乙 醚 洗 ,干燥 即 为 提纯 的 神医 精 胶 . 

季 胺 盐 沉 淀 法 ， 将 粗 神 阁 糖 胶 深 于 0.5 mol/L OIL 或 Qa0l， 
溶液 中 ,加 入 5 多 季 胺 盐 ( 十 六 烷 氧化 吡啶 , OPO) 水 溶液 人 Lmg 福 
SEH BEIN 2 mg CPO 的 比例 ) ,形成 褐藻 糖 胶 -OPOQ 络 合 物 沉 淀 , 离 


» 293 ， 


DAA, FAT 2 mol/L KCl 或 CaCl, 中 ， 加 入 2 倍 乙 醇 使 生成 
这 省 ,经 乙醇 、 乙 醚 洗 , 干燥 即 为 提纯 的 褐藻 糖 胶 钾 或 钙 盐 。 
【文献 】 


Black. W. A. P. et al., J. Sci. Food Agr. 3: 122~129 (1952). 
Anno, K. et al., Agr. Biol.Chem. 30(5): 495~499 (1966). 


Gi) 2H mMe 

对 兰 藻 糖 胶 的 定量 分 析 ， 是 测定 其 主要 组 分 LAR eH Se 
量 . AA, MLTR, BRR PREZS AR, MEARE 
比例 的 硫酸 基 、 糖 醛 酸 、 木 糖 、 蛋 白质 等 组 分 , 因此 , 目前 尚 不 能 从 
兰 薄 糖 的 测定 值 来 推算 褐藻 糖 胶 的 实际 含量 . 

测定 的 基本 原理 ， 这 里 介绍 AO, 氧化 法 :“ 褐藻 糖 胶水 解 后 
生成 的 后 营 糖 遇 到 HO, 被 氧化 成 乙 醛 气体 ,用 NaHSOs 吸收 . 然 
后 加 入 Na 了 OOs 溶液 使 结合 状态 的 乙 醛 释放 出 来 ,以 0.01mol/ 工 
BLA Hix NaHSOs， 由 此 算出 岩 菠 糖 的 含量 ( 岩 菠 糖分 子 量 为 


164.16), 


HIO ‘ 
OcH203 (4 88H) —> CH CHO 


CH.CHO-+ NaHSso, 一 > CH;,CHO-NaHSO; 
NaHSO,+1.+ HO 一 > NaHSO,+2HI 

依据 上 列 式 子 , 每 测定 工 个 岩 菠 糖分 子 , TEBE +R. 即 
每 164.16 g 岩 藻 糖 ,相应 于 用 去 2 工 1mol/ 工 的 碘 深 液 , 亦 即 相应 
于 用 去 200 000 mL 0.01 mol/L Ay MYA RK. 

O.H,.0;(164.16)=2 L1 mol/L I,=200 000 mL mol/L x1/1001, 

sss ye yas og, — MOL/L x : iba! se8 - Bu 16 x 100 

sth mol/L x 1/100 In(mL) = #§ ZBEW 0.01 mol/L 碘 溶 液 的 
毫升 数 . 

称 取 0.5g BMA, BAR 78 所 示 试 管 A 中 ( 风 2.5cmxX 
20em),， 加 入 5mL2.5% HSO., 于 沸水 浴 中 回流 水 解 3 小 时 . 
ti NaHCO, 中 和 , 再 多 加 1g NaHOO。 0.2¢ WAM, 14mL0.1 
mol/L 亚 砷 酸 钠 溶 液 和 0,5 mL RA, BEE M4 mL WH 
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” 酸 氢 钠 深 液 ( 制 备 法 ;于 人 饱和 的 Nas00。 YK PHA SO, H BW 
液 转 为 绿色 ， 然 后 稀释 10 倍 ) ， 加 水 稀释 至 25 mL.，O 管 中 加 入 
1mL 亚 硫 酸 氢 钠 , 加 水 稀 
释 至 25 mL, 

由 分 液 漏斗 进口 通 入 
Na 一 分 钟 ， mA 3.5 mL 
0.5mol/LHIO,， 接 上 Na 
使 H1O, 流入 A 管 中, 关 
闭 活 塞 ,使 发 泡 约 2 分钟 ， 
FF, WANs, 使 流速 逐 
增 至 800mL/ 分 , 通气 2 
小 时 半 后 ,将 了 和 QO 管 的 
内 容 物 洗 至 三 角 烧 瓶 中 ， 
DI 0.1 mol/L Ip 溶液 滴定 ?8 BRMWERE 
过 剩 的 NaHSO。 近 终点 ， 改 用 0.01 mol/L Ip 液 滴 至 终点 (淀粉 
指示 )， 然 后 加 入 过 剩 的 饱和 NaHOOs 溶液 去 掉 蓝 颜色 ， 此 时 以 
0.01 mol/L 1, 溶液 滴定 由 醛 - 亚 硫 酸 化 合 物 释 放出 的 NaHSOs， 
至 蓝 色 维持 2 分 钟 不 变 即 为 终点 .也 可 以 将 海藻 加 酸 水 解 后 制 成 
乙酰 化 衍生 物 用 气相 色谱 仪 测定 岩 葵 糖 含量 . 


【文献 】 
Cameron, M. C. et al., J. Soc, Chem, Ind. 67(4): 161~164, (1948). 
(251 &) 
3. 海带 淀粉 


G 海带 淀粉 的 分 离 

欧洲 产 许多 海带 属 和 墨 角落 属 褐藻 含 AK ATR 性 和 不 溶性 两 ， 
种 海带 淀粉 , 其 化 学 结构 彼此 基本 相似 , 只 是 链 长 略 有 不 同 ， 

按 Black 等 的 分 离 方法 , 称 取 1000g tS} FE eH (Laminaria 
cloustonié) 藻 粉 (80 目 }， 加 入 10 工 0.09 mol/L HCl fj 15 mL 
40% 甲醛 ,室温 搅拌 30 分 钟 . 用 布 过 滤 , 水 洗 三 次 ， 滤 液 和 洗 滚 
经 搅拌 3 小 时 , 放置 三 天 , 则 沉 出 不 溶性 海带 淀粉 ， 离 心 ， 乙醇 、 乙 
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醚 洗 , FR. BUD RW NaOH PA, MARR BA LL, MACH 
至 85% 浓度 , 沉 出 可 溶性 海带 淀粉 .离心 , 乙醇 、 乙 醚 洗 , 于 燥 ， 
我 国 褐藻 中 海带 淀粉 含量 不 多 ， 海 带 中 的 含量 一 般 为 十 % 左 
右 ; 马尾 藻 中 以 南方 产 的 铜 菠 (Saryasswm honert) 的 含量 较 高 ;， 提 
取得 率 约 为 49 

分 离 方 法 与 上 述 步 又 大 致 相似 ， 取 切 碎 成 0.5cm tk wy 
菠 ， 加 入 10 倍 量 0.1 mol/L HOl, #tPHS ya 2~3 it, WR 
液 , 加 乙醇 至 50% 浓度 , 静 置 , 滤 去 沉淀 . 滤液 中 再 加 乙醇 至 8592 
浓度 ,生成 的 沉 演 用 滤纸 过 滤 , 以 无 水 乙醇 洗涤 ,干燥 . 

【文献 】 

Black, W. A. P., et al., J. Appl. Chem. 1: 505~517 (1951). 
广东 汕头 制药 厂 等 , 海 荣 工业 资料 。 1: 25-~29 (1977). 

Ga 海带 淀粉 的 提纯 

将 粗 海 带 淀粉 加 :10 倍 热 水 , 搅拌 溶解 ,离心 , BRISA. BS 
心 液 通过 阳离子 树脂 交换 柱 , 用 水 冲洗 , 洗 液 加 乙醇 至 85% 浓度 
(加 入 少量 NaOl)， 沉 淀 出 的 海带 淀粉 经 离心 、 干 燥 ， 提 纯 后 的 海 
带 淀粉 含量 约 80%. 

【文献 】 

Black, W. A. P., et al., J. Appl. Chem. 1: 505~517 (1951). 

(ii) 海带 淀粉 的 定量 测定 

按照 Shaffer 和 Somogyi 法 测定 试 液 经 酵母 处 理 前 后 的 还 原 
力 ,以 计算 葡萄 糖 含量 . 

【试剂 】 

酵母 悬浮 液 : 取 25g 于 酵母 ,水 洗 二 次 ,离心 ,加 100 mL x, 
或 取 60g 新 鲜 啤 酒 酵母 加 200 mL 水 . 

S&S 试剂 将 25 g NasCOz, 20g NaHCOs, 25 g 酒石酸 钾 钠 
te, 7.5¢ 7k OuSO,, 1 g KI #1 0.8917 g KIO; IN 7k YAM, ERE 
a1, 0! 

(FRE) 

PU 1 g 海藻 粉末 ,加 40 mL 0.5 mol/L 互 38O4， 于 沸水 浴 中 
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加 热 回 流 8 小 时 ,， 冷 后 过 滤 。 吸取 10 mL 滤液 于 250 mL 容量 瓶 
rh, 加 入 20~380 mL kK, LP 0.1 mol/L NaOH 溶液 中 和 ， 加 水 至 
250 mL 刻度 ， 此 为 水 解 试 液 . 

取 15 mL 酵母 悬浮 液 ， 抽 气 过 滤 ， 将 抽 王 的 酵母 饼 移 至 100 
mL 三 角 烧 瓶 中 ,加 入 6 mL 待 分 析 的 水 解 试 液 , HRT, 置 38°C 回 
流 摇动 10 分钟， 冷 后 以 G4 漏斗 抽 滤 ， 取 5 mL 滤液 移入 大 试管 
(2.5 cm x 20 om) 1, fy] WS mL SKS 试剂 , 混合 ， 此 为 第 一 管 . 
AR 5 mL 原始 水 解 液 , 加 入 5mL SKS WH, WA. 此 为 第 
we 2 apn 

He 5 mL AK, MAS MLSS 试剂 , 混合， 此 为 第 三 管 , 作 
为 空白 测定 ; 

第 四 管 为 对 酵母 的 空白 测定 . Be SL A YC 
Fx :10 mL 酵母 悬浮 液 过滤 , 滤 饼 加 6mL 蒸馏 水 , 过 滤 的 滤液 ), 加 
A 5 mL SES 试剂 ,于 38°C 摇动 10 分 钟 . 

将 各 试管 放 沸水 浴 中 加 热 芋 分 钟 ， 取 出, 放 冷 水 中 冷 至 
80°C, WA 2 mL KKI- 草 酸 钾 溶液 (各 为 2.5%) 和 5mLtlimol/ 
HS04, 摇动 试管 使 CuO 和 碘 化 物 溶解 .5 分 钟 后 以 0.005 mol/L 
Na, S203 溶液 滴定 游离 碘 ( 淀 粉 作 指示 )。 


举例 : 
海藻 样品 重量 1.105g 
Na,S.03 溶液 滴定 值 : 

i) 第 一 试管 (酵母 十 水 解 试 液 十 试剂 ) ”22.30 mpD 
ii) 第 二 试管 (水 解 试 滚 十 试剂 ) 13.58 mL 
lil) 第 三 试管 (蒸馏 水 十 试剂 ) 25.00 mL 


iv) 第 四 试管 (酵母 悬浮 液 滤液 十 试剂 ) 24.80 mL © 
滴定 差 \ 由 于 葡萄 糖 以 外 的 糖 ): 24.80—-22.30=2.50 mL _ 
ex (ATW): 25.00—-13.58—-2.50=8.92 mL 
据 测 定 1 me AHF =9.02 mL 0.0025 mol/L NayS.03 溶液 


8.92 1 162 250 40 100 100 
Wi TEM % => 5 X T000 X 了 80 XB * To * 106 * OB 


=17.0 
式 中 , 180, 葡萄 糖 的 分 子 量 ; 162; 葡萄 糖 无 水 物 ; 95/100, 葡萄 糖 的 回收 率 ， 
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现在 也 可 以 将 海藻 酸 水 解 液 制 成 乙酰 化 衍生 物 后 用 气相 色 谐 
仪 测定 其 葡萄 糖 含量 . 
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HE £1 RHE (proteogiM@an, PG), Jk—-KHHN AWK FY 
质 ,是 结缔 组 织 中 基质 的 成 分 ,也 是 一 切 细胞 外 的 基质 成 分 ， 细 有 有 
外 基质 是 由 纤维 状 胶原 蛋白 、 强 性 蛋白 与 非 纤维 状 的 蛋白 聚 糖 组 
成 蛋白 到 糖 有 很 强 的 亲 水 性 ， 能 使 组 织 占 有 较 大 的 体积 ，1967 
年 Balsns 提出 蛋白 聚 糖 这 个 名 称 , GIRS ABER IE (GAG) HOH 


蛋白 . 蛋白 聚 糖 的 旧称 是 粘 蛋 白糖 胺 聚 糖 的 旧称 是 粘 多 糖 或 酸 . 


性 粘 多 糖 . 蛋白 聚 糖 与 一 般 糖 蛋白 不 同 , 其 所 含 主要 为 乙酰 氨基 
己 糖 和 糖 醛 酸 ， 而 且 糖 的 含量 远 远 大 于 蛋白 质 的 含量 . 而 一 般 糖 
蛋白 分 子 中 , 蛋白 质 的 含量 大 于 糖 的 含量 , 所 含 糖 为 中 性 糖 、 碱 性 
糖 或 两 性 糖 , 以 不 规则 分 支 的 寡 糖 形式 存在 . 

糖 腕 聚 糖 是 多 聚 阴离子 , 为 长 链 不 分 支 的 糖 , 具有 羧基 与 硫酸 
基 团 . 其 基本 单位 是 由 糖 醛 酸 与 乙酰 氨基 已 糖 组 成 的 二 糖 ， 再 重 
复 聚 合 为 糖 胺 聚 糖 . 现 已 确定 结构 的 糖 胺 聚 糖 有 七 种 ， 即 透明 质 
酸 (HA) 、4 硫 酸软 骨 素 (Oh-4-8 wk O-4-8) 、6- 硫 酸软 骨 素 (Oh- 
6-S 或 0-6-S) 、 硫 酸 皮肤 素 (DS) 、 硫 酸 角质 素 (KS) 、 肝 素 (Hp) 
及 硫酸 类 肝素 或 硫酸 乙酰 肝素 (HS) ( 表 48,， 图 79). 

除 透 明 质 酸 外 , 其 余 六 种 CAG 都 与 蛋白 质 以 共 价 键 相连 ， 多 
数 是 通过 一 个 三 糖 单位 以 -O- 糖 背 键 与 蛋白 质 肽 键 中 的 丝氨酸 相 
连 ， 

GAG 一 半 乳 糖 一 半 乳 糖 一 木 糖 一 丝氨酸 . 

硫酸 角质 素 是 通过 N- 乙 酰 半 乳糖 胺 以 -O- 糖 背 键 与 丝氨酸 或 
苏 氨 酸 相 联 ,或 通过 N- 糖 苷 键 与 蛋白 质 的 天 冬 酰 腕 相连 (图 80). 

在 软骨 中 蛋白 聚 糖 含量 较 高 ， 因 此 常用 软骨 作为 蛋白 聚 粮 
或 糖 胺 聚 糖 的 研究 材料 ，1970 年 Hascall 等 证 明 一 个 蛋白 聚 糖 单 
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网 79 几 种 糖 腕 聚 鱼 的 重复 二 糖 单位 
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图 80 软骨 有 蛋白 多 糖 中 复合 多 糖 的 结构 
硫酸 软骨 素 及 硫酸 角质 素 的 重复 二 糖 单位 及 其 与 核心 蛋白 
共 价 键 结 合 的 特殊 连接 区 (虚线 所 示 ).。O- 连 接 寡 糖 与 硫酸 
角质 素 相 同 的 连接 处 以 圆圈 表示 。NN- 连 接 吉 糖 的 确切 结 
| 构 有 待 进一步 阐明 
体 的 分 子 量 约 为 0.5X10s~4.0x10", 含有 很 多 硫酸 软骨 素 及 硫 
酸 角 质 素 ， 还 有 少数 守 糖 .它们 都 连结 于 一 个 核心 蛋白 ， 核 心 蛋 
白 的 分 子 量 约 为 2x105~3x105.， 约 有 200 Pix EA RH 
| 单 体 再 与 透明 质 酸 相连 组 成 一 个 聚集 体 ( 图 81). SR HY 透 
| 明 质 酸 链 , 分子 量 约 为 工 .6 x 10°, 聚集 体 的 分 子 量 约 为 850X10 . 
此 外 在 育 集 体 中 还 至 少 有 两 种 连接 蛋白 (link protein a 及 b, 它 
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CS 连接 区 1 S -一 硫酸 软骨 素 (CS) 
一 一 一 硫酸 角质 素 (KS) 
KS 连接 区 x 0 一 连接 寡 糖 
bids ts ———N ~i6 a 
Bae 9 0 AMD 


A8l 软骨 有 蛋白 育 糖 单 体 结构 示意 图 
左 : WE GAG 链 的 单 体 (M) 连结 在 中 心 的 透明 质 酸 上 ， 
《D) 为 连结 蛋白 . 
A: RASA. 


表 42 ， 软骨 蛋白 聚 糖 聚集 体 的 组 分 


组 分 4y Fi 量 长 RE (cm) 
PG RAE 30x 108210108 1000~4000 
“i PG 单 体 2 108~5 x 106 100~400 © 

HA 0.2x 10°~2 x 108 450~4200 
核心 蛋白 2x 105 300 
连接 蛋白 a 4x 104 
连接 蛋白 b 6.5x104 
CS 2X104~.3X104 20~30 
KS 3x 108~7 x 103 6 


们 的 分 子 量 分 别 是 51 000 及 47 000 (Fe 49). 其 作用 是 稳定 透明 
质 酸 与 蛋白 聚 糖 单 体 的 连接 , 否则 聚集 体 不 稳定 , 易 解 聚 . 
《 李 玉 瑞 ) 
(—) SB Rie (PG) 及 糖 胺 聚 糖 (GAG) 的 分 高 提取 
JRE DLA ZS VGH RARE (GAG) 只 是 相应 蛋白 聚 糖 整体 分 子 结 
构 中 的 含 糖 片段 ”但 无 论 在 组 织 、 细 胞 或 分 子 水 平 上 阐明 这 类 到 
糖 的 结合 性 质 或 生物 项 能 方面 ,或 在 研究 外 源 性 GAG 的 药理 活性 
* 203 « 


方面 (如 以 惊人 规模 扩大 生产 的 肝素 已 成 为 心血 管 外 科 、 器 官 移植 

和 人 工 脏 器 不 可 人 缺少 的 药物 或 材料 )， 以 及 探讨 这 类 聚 糖 代谢 异常 

的 病理 学 意义 (包括 肿瘤 、 动 脉 粥 样 硬化 症 等 ) 和 它们 在 统称 为 烙 

多 糖 症 的 遗传 病 的 临床 诊 床 价值 等 方面 ,人 们 对 GAG 的 特殊 兴趣 
有 增 无 减 ， 因 而 提取 、 分 离 纯化 GAG 对 开展 上 述 工作 至 为 重要 . 

已 知 蛋 白 聚 糖分 子 中 的 糖 胺 聚 糖 片段 通过 共 价 键 而 与 蛋白 部 
DB. Wb, GAG 还 通过 静电 效应 或 立体 化 学 效应 与 其 他 和 蛋 曰 
质 成 分 发 生 专 一 性 程度 不 一 的 结合 .因此 ,制备 CAG 时 常 采 用 降 
解 蛋白 质 的 手段 以 使 与 之 结合 的 GAC 释放 .蛋白 酶 水 解法 以 及 
碱 水 解法 使 蛋白 质 与 糖分 离 是 目前 在 GAG 提取 方法 中 广 为 应 用 
的 .利用 各 种 GAG 在 乙醇 中 和 盐 溶 液 中 的 济 解 度 特 点 和 它们 电 
wm HEALER, PISS GAC 的 溶液 进行 分 级 分 离 , 包括 乙 
醇 分 级 沉淀 法 , 季 匀 盐 分 级 解 离 法 和 离子 交换 层 析 法 等 ,从 而 获得 
单一 的 聚 糖 ， 必 须 指出 , 由 于 各 种 GAG 分 子 量 的 高 度 分 散 性 和 它 
Hay REHASH, 适用 于 一 般 生 物 大 分 子 的 另外 两 种 分 离 
Fi} 
功能 的 专 二 性 的 纯化 方法 ， 常 常 不 能 用 于 各 种 GAG 分子 间 的 分 
离 . 与 此 相反 ,由 前 述 方法 所 得 的 单一 多 糖 却 可 按 分 子 量 大 小 或 
生物 活性 作 进 一 步 分 级 . 

1. 离子 交换 层 析 法 分 离 蛋白 聚 糖 (PG) 

蛋白 聚 糖 为 多 聚 阴离子 ,经 4mol/L ABIES, £ DEAE 
离子 交换 层 析 柱 上 ， 用 含 不 同 浓度 盐 (0, 0.15, 2 mol/L NaCl) 的 
尿素 溶液 洗 脱 , 可 与 胶原 及 其 他 杂 蛋 白 分 开 .， 和 蛋白 聚 糖 可 用 2mol 
/ 工 NaOl 尿素 溶液 洗 脱 下 来 ， 其 他 和 蛋 明 则 出 现在 O~0.15 mol/L 
NaOl RAWAM. 

【试剂 】 

DEAE-32 纤维 素 ， 

Sh WEBI. ERMINE 4 mol/L ye HEY J 0.05 mol/L 
乙酸 盐 组 冲 液 中 , pPH5.8, 

7mol/ 工 尿素 ; 用 前 依次 用 阴 、 阳 离子 交换 层 析 处 理 , 所 用 阴 、 
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阳离子 交换 树脂 为 一 般 制 备 去 离子 水 的 树脂 即 可 . 

4 T mol/L R#W 0.05 mol/L Tris-HCl 组 冲 液 (p 也 6.5~ 
6.8). 

4; 0.15 mol/L NaCl. 7 mol/L Rr 2 fj 0.05 mol/L Tris-HCl 
Rip WK (pH 6.5~6.8). 

4 2 mol/L NaCl, 7 mol/L RAY 0.05 mo] /L Tris-HCl 8 
thy (pH 6.5~6.8). 

前 述 四 种 含 尿素 的 试剂 在 临 用 前 均 按 如 下 浓度 添加 防腐 剂 : 
0.1mol/ 工 6- 氨基 已 酸 ,0.01mol/ 工 EDTA,，10 mmol/ 工 N- 乙 基 
Not Tdi: = ED YR 

【操作 】 

新 鲜 软 骨 2 g 去 除 脂肪 , 前 成 小 块 ,加 少许 4mol/ 工 HRM 
BOK, 用 捣 碎 机 将 软骨 的 雁 . 加 30mL 4 mol/L mR AM He KM, 
4°C, 搅拌 24 小 时 ， 离 心 (12 000 r/min，80 分 钟 ) 保 留 上 清 液 ， 
将 这 渣 再 重复 提取 一 次 ,两 次 提取 液 合 并 用 超 滤 法 将 提取 液 浓 
缩 至 原 体 积 的 1/20~1/30, 浓缩 的 提取 液 对 7mol/ 工 尿素 的 
0.05 mol/L Tris-HCl 缓冲 液 (p 瓦 6.5~6.8) 充 分 透析 ，DEA 卫 
纤维 素 \OL- 型 ) 层 析 柱 ,用 上 述 组 冲 液 平 衡 . 上 样 ,将 透析 好 的 和 蛋 
白 育 糖 提 取 液 小 心 均匀 地 加 在 柱 上 ， 洗 脱 、 监 测 及 收集 可 分 别 用 
2~3 ERIKA WY 4 0, 0.15, 2 mol/L NaCl fy 7 mol/L RX. 
0.05 mol/L Tris-HCl 22h yk (pH 6.5~6.8) 顺序 洗 脱 , 同时 用 紫 
外 吸收 分 析 仪 监测 ,收集 2 mol/L NaCl 洗 脱 液 的 洗 脱 峰 ， 收集 液 
对 水 透析 、 浓 缩 , 冷冻 干燥 即 得 蛋白 聚 糖 制品 . 

[讨论 ] 

GQ) 氧化 钢 密度 梯度 离心 法 提取 蛋白 聚 糖 ， 需 价 昂 的 氧化 钨 
及 长 时 间 的 超速 离心 ,本 方法 毋须 上 述 条 件 , 较 经 济 易 行 . 

(2) 氯 化 饮 密度 梯度 离心 法 不 适 于 由 PG 含量 较 低 的 组 织 中 
提取 蛋白 育 糖 ,本 法 则 无 此 局 限 性 . 

《8) 本 法 所 提取 的 蛋白 聚 糖 制品 几乎 不 含 胶原 蛋白 . 
(4) 本 法 由 Antonopoulos 初次 报道 时 未 用 酶 抑制 剂 ， 现 证 
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实 ,在 提取 过 程 中 加 入 少量 酶 抑制 剂 是 必要 的 . 

(5) 经 透析 后 若 有 凝 胶 样 物质 产生 , 可 用 离心 法 除去 . 

【文献 】 

C. A. Antonopoulos,et al., Biochimica et Biophysica Acta. 338:108~119 (1974). 
CARR) 

2. eRe (GAG) 的 一 般 提 取 方 法 

组 织 中 可 含有 一 种 或 一 种 以 上 的 GAG, 其 与 蛋白 质 相 结合 的 
化 学 键 ， 可 用 稀 碱 水 解法 和 蛋白酶 水 解法 切断 ， 用 三 氯 乙 酸 沉 省 
SA, Abia, 上 清 液 中 的 GAG 可 进而 用 三 倍 体积 的 乙醇 沉 诞 获 
得 . : 

此 种 提取 方法 所 得 到 的 是 各 种 GAG KIRA W, 可 用 于 GAG 
总 量 测定 (如 阿利 新 兰 法 测定 GAG 总 量 ) ， 各 种 GAG 可 用 乙酸 纤 
维 素 膜 电 泳 法 分 离 , 并 计算 各 种 GAG 的 相对 含量 . 

【试剂 】 

REAR. KiREARAT pH 7.4 iy 0.1 mol/L RRA 
冲 液 中 , 5 mg/mL, 

木瓜 蛋白 酶 液 : 按 每 毫升 0.1 mol/L 磷酸 缓冲 液 (p 也 7. 多 中 
含 5mg 木瓜 蛋白 酶 、0.9mg EDTA、0.4mg 半 胱 氨 酸 配制 . 

(ERE) 

CL) 将 新 鲜 组 织 ( 如 软骨 、 肺 组 织 等 ) 去 除 脂肪 , 前 成 小 块 ,于 
95% 酒精 中 浸泡 2 一 3 小 时 ,再 移入 丙酮 液 中 浸泡 2 小 时 ,用 滤纸 
包 好 , 在 索 氏 抽 提 器 中 脱脂 16 小 时 . 

(2) 将 已 脱水 脱脂 的 样品 放置 过 夜 干燥 (或 在 80C 以 下 烘 
F) JG, PRE AB AK, 

(3) 稀 碱 消化 ， 组 织 粉 100 mg, fj 0.1 mol/L NaOH 2 mL, 
ziwK, BAWO.1mol/LHOl 中 和 至 PP 也 7 左右 ， 沸 水 浴 放 
40 分 钟 , 调 pH 47.4, 加 等 体积 0.2mol/ 工 pH7.4 磷酸 绥 冲 液 
及 少量 甲苯 . 

(4) 蛋白 酶 水 解 : 加 胰 蛋白 酶 mL，837"O, 保温 24 小 时 , 经 
常 震 播 。 再 加 木瓜 蛋白 酶 荆 mL, 87°C 保温 24 小时, 经常 震 播 ， 
,966 ， 


(5) 酶 水 解 毕 , 加 60% =A CMBAKH 10%, CRE 
BH. F 4°C 离心 人 2 000 r/min，20 分 钟 ) , 弃 去 沉淀 . 

(6) 上 清 液 中 加 三 倍 体积 的 乙醇 ,放置 24 小 时 ,离心 (12 000 
r/min, 30 分 钟 ) , 弃 上 清 液 . 

(7) 沉淀 用 少量 乙醇 洗 数 次 , 冷冻 干燥 , 即 得 GAG 粗 制 品 . 

【讨论 】 

人 了- 黎 验 证 明 , 单 用 一 种 酶 水 解 常 不 能 完全 , 胰 和 蛋白 酶 和 木瓜 
蛋白 酶 各 并 使 用 ( 先 用 胰 蛋 白 酶 ， 后 用 木瓜 蛋白 酶 )， 水 解 才 能 完 
全 . 

(2) 车 水解 不 充分 ， 可 依次 用 胰 蛋 白 酶 和 木瓜 蛋白 酶 重复 一 
Ue, 并 适当 加 大 酶 的 用 量 . 

(IRR) 

3. 透明 质 酸 的 分 离 提 取 

透明 质 酸 (hyaluronic Acid) AH B-D- 葡 萄 糖 醛 酸 和 2 乙酰 
氨基 -2 去 氧 -6-D- 葡 萄 糖分 别 以 (>3) 和 (>4g 糖 昔 键 形成 的 多 
糖 链 ,存在 于 多 种 结缔 组 织 的 基质 中 , 尤 以 牛 眼 玻璃 体 、 牛 关节 滑 
液 和 人 脐带 中 含量 为 高 ， 其 中 人 脐带 是 公认 的 制备 透明 质 酸 最 适 
生物 材料 . 鉴于 透明 质 酸 常 与 全 硫酸 软骨 素 、 6- 硫 酸软 骨 素 等 
GAG 共存 ， 因 此 经 蛋白 水 解 酶 降解 蛋白 聚 糖分 子 的 蛋白 部 分 后 ， 
可 利用 各 种 GAG MARE (如 氯 化 十 六 烷 基 吡啶 ) 生成 的 复合 物 
在 氯 化 钠 溶液 中 解 离 所 需 的 临界 盐 浓 度 不 同 而 将 所 得 的 GAG 混 
合 物 分 级 分 离 ， 已 知 引起 透明 质 酸 氯 化 十 六 烷 基 吡啶 复合 物 解 离 
所 需 盐 浓度 远 较 其 他 含 硫 酸 基 的 GAG 为 低 ， 因 此 选择 适当 的 低 
盐 浓 度 ， 在 其 他 GAG 复合 物 保持 不 溶性 的 同时 , 透明 质 酸 季 贸 盐 
优先 解 离 而 成 游离 的 可 溶性 聚 糖 , WA TT RR BR 

【试剂 】 


10% 氧化 十 六 烷 基 吡啶 ， 以 0.18 mol/L Aken, He 


置 有 结晶 析出 , 可 以 温 热 助 溶 . 
助 滤 剂 gelite 545 (BDH); FAA tt:8000) ， 胰 蛋 白 酶 
(1:250) , 
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7 
四 


【操作 】 

取 400 死 已 去 血块 及 其 他 异物 的 新 鲜 人 脐带 ， 绞 碎 后 加 等 量 
水 ， 用 组 织 的 碎 机 制 成 匀 浆 . IA 4 mL 甲 茉 作 防腐 剂 . 在 50°C 
Pil Ava 12 小 时 后 ,反应 液 明 显 稀薄 .以 4mol/ 工 盐酸 调 .了 也 至 
2.0, FPIMA FH Se A Bg 10 5k, 搅拌 下 酶 解 2 小 时 ,组织 块 大 部 分 液 
化 ， 再 以 5 mol/L Aa (ei pH 全 8.6, 加 入 胰 和 蛋白 酶 0.8 殉 ， 
搅拌 ， 酶 解 8 小 时 ， 反 应 液 仅 剩 少量 残渣 . 经 助 滤 剂 Celite 545 
抽 滤 ,得 澄明 液体 .将 此 溶液 以 水 稀释 一 倍 ,在 搅拌 下 加 入 60 mL 
10% 氯 化 十 六 烷 基 吡啶 , 此 时 溶液 出 现 絮 状 沉淀 .加 入 助 滤 剂 36 


克 , 搅拌 0.5 小 时 , 真空 抽 滤 , 将 分 离 得 到 的 沉淀 物 以 600mL0.4 


mol 代 氧化 钠 混 悬 ,在 80~40°C 下 搅拌 解 离 2 小 时 , HIER. 
残 酒 继续 以 0.4mol/L 氯 化 钠 重复 解 离 2 次 ， 每 次 800 mL, 每 次 
搅拌 解 离 工 小 时 . 合并 解 离 液 , 加 入 两 倍 体积 乙醇 ， 冷 处 过 夜 , 离 
心 收集 沉淀 , 以 乙醇 丙酮 洗涤 , 得 干燥 透明 质 酸 粗 品 芋 .25 克 . 

将 粗 透明 质 酸 制 成 0.5% 水 溶液 ， 在 搅拌 下 慢 慢 加 入 2 倍 体 
积 乙 醇 ， 随 后 加 入 乙酸 钠 使 浓度 达 19% ， 即 出 现 大 量 沉淀 , 冷藏 过 
夜 ,离心 收集 沉淀 ， 沉淀 先后 用 80% 乙醇 .95% 乙醇 .无 水 乙醇 在 
组 织 抽 碎 机 内 粉碎 脱水 ， 后 以 丙酮 洗涤 . 于 五 氧化 二 磷 真 空 干燥 
后 ， 即 为 透明 质 酸 成 品 ( 钠 盐 ) [a] P= — 65°, 平均 每 100 克 新 鲜 
脐带 可 得 成 品 0.28 克 . 

【讨论 】 

(1) 以 胃 蛋 白 酶 及 胰 蛋 白 酶 降解 , 共 需 10 Zea, 
以 等 体积 水 稀释 后 盐 浓 度 约 在 0.18 mol/ 工 左右 .此 浓度 即 可 保 
证 全 部 GAG 被 氯 化 十 六 烷 基 吡 啶 沉 出 ， 又 可 除去 残留 蛋白 质 , 大 
大 简化 为 达到 同一 目的 的 同类 方法 ， 鉴 定 氯 化 十 六 烷 基 吡啶 沉淀 
GAG 的 程度 和 反应 液 盐 浓 度 有 密切 关系 , 所 以 酶 促 反 应 调 T 孔 时 
加 酸 碱 液 应 小 心 控制 ， 以 免 盐 浓度 变化 太 大 而 影响 聚 糖 回 收 或 去 
除 杂 蛋白 效果 . 

(2) 所 得 混合 GAG 用 0.4mol/ 工 毛 化 钠 解 离 获取 透明 质 酸 


后 ， 其 他 GAG 仍 以 不 洲 性 的 季 狠 盐 复合 物 形 式 吸附 于 助 滤 剂 上 ， 
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后 者 可 以 1.23mol/TL 氧化 钠 解 离 回 收 , 其 中 所 含 6- 硫 酸软 骨 素 有 
制备 价值 . 
【文献 】 
张 兆 伟 等 , 生物 化 学 与 生物 物理 学 进展 。(3) :56 (1982), 
(4 3A) 
A, AKRRKTEMD SRE | 
4-Ti We ak # (Chondroitin 4-Sulfate) 是 软骨 和 蛋 白 聚 糖分 子 
中 占 优 势 的 GAG. 由 B-D- 葡 萄 糖 醋酸 和 2- 乙 酰 氮 基 -2- 去 氧 -4 
O- 硫 酸 基 -6-D- 半 乳糖 两 种 糖 基 分 别 通过 (1->3) fl 4) 
连接 而 成 . 除 各 种 软骨 外 ,也 存在 于 皮肤 、 角 膜 等 组 织 中 . 猪 、. 牛 的 
鼻 、 喉 软骨 是 大 量 制备 生 硫 酸软 骨 素 的 合适 材料 .在 软骨 蛋白 聚 
BP, 4 入 硫 酸软 骨 素 糖 链 以 其 还 原 末 端 通过 寡 糖 区 ( 半 乳 一 半 乳 一 
木 一 ;与 核心 蛋白 链 中 丝氨酸 羟基 形成 友 糖 肽 联 键 ， 后 者 对 碱 敏 
RR, #2 0.5mol/L 氧 氧化 钠 中 , 室温 下 放置 ， 即 可 释 出 聚 糖 链 ， 经 
BME AR, HA 全 硫 酸软 骨 素 在 乙醇 溶液 中 洲 解 度 特别 是 该 
聚 糖 钙 盐 在 乙醇 溶液 中 的 溶解 度 特点 即 可 进行 分 级 ， 去 除 其 他 
GAG (硫酸 角质 素 及 6- 硫 酸软 骨 素 ) 而 纯化 。 
【试剂 】 
胰 酶 ( 药 用 标准 ). 
【操作 】 
剔除 非 软 骨 组 织 的 新 鲜 牛 (或 猪 ) 鼻 软 骨 , 洗 净 后 绞 碎 ,经 多 次 
丙酮 脱水 ,空气 干燥 ， 保 存 备 用 ， 取 上 述 干燥 软骨 制剂 100 g, 与 
500 mL 0.5 mol/ 工 氮 氧 化 钠 相 混 , 室温 下 ， 搅 拌 4.8 小 时 后 经 尼 
龙 布 过 滤 , 收 集 滤液 ， 残 酒 另 以 200 mL 0.5 mol/L AA WE 
抽 提 ， 历 时 24 小 时 ， 合 并 两 次 滤液 ， 以 6mol/ 民 盐酸 调 p 世 至 
8.5 左 右 ， 按 滤液 体积 之 0.49% 加 入 胰 酶 ， 在 50°C 下 , 加 19% 甲 
FE DUS, BE, 随时 观察 pH 值 变化 , pH 下 降 时 用 5 mol/L Aa 
化 钠 调 p 孔 至 8.5,， 8 小 时 终止 反应 , 调 p 也 APE, 过滤 所 得 滤 
液 加 乙醇 使 含 醇 量 达 66%， 放 置 过 夜 ,沉淀 部 分 经 抽 滤 收集 ,先后 
以 95% 乙醇 .无 水 乙醇 . 琴 酮 洗涤 , 得 粗 GAG 3B HH 20 Fe, 
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粗 GAG 10 克 , AF 200 mL kp (NAVE, BAU), 
液 继 加 10 mL 冰 乙 酸 、5 克 无 水 氯 化 钙 , 溶解 后 , 加 入 等 体积 无 水 
乙醇 .沉淀 过 夜 ， 倾 去 清 液 ， 离 心 收集 沉淀 ， 后 者 转移 至 含 磁 芯 
1000 mL 平底 烧瓶 中 ， 以 400 mL KH, MAIS mMLUAAER 
1 克 氯 化 钙 ， 在 电磁 搅拌 下 ， 慢 慢 加 入 200 mL 无 水 乙醇 . In 
加 塞 ,放置 过 夜 ， 经 离心 可 得 少量 沉淀 ( 勿 弃 去 ， 可 与 下 批 粗 糖 合 
并 , 供 精 制 用 ) , 所 得 清 液 在 搅拌 下 , 慢 慢 加 入 无 水 乙醇 至 星 微 微 混 . 
浊 止 ( 约 25 mI)， 静 置 过 夜 , 继 加 50 mL 无 水 乙醇 (此 时 乙醇 浓度 
为 和 28) 加 塞 静 置 一 周 后 GAG 呈 结 唱 状 沉淀 析出 离心 收集 
沉淀 ,以 少许 40%% 乙醇 、 无 水 乙醇 .丙酮 顺序 洗涤 后 ; 即 可 得 纯 品 
4- 硫 酸软 骨 素 ( 钙 盐 ) 约 6 克 ; REM HMA Li 200 mL 


无 水 乙醇 ,将 残留 粗 GAG 全 部 沉 出 , 供 下 批 精制 用 上述 二 硫酸 


软骨 素 钙 盐 用 水 溶解 后 经 强酸 型 离子 交换 树脂 〈732)1X7 钠 型 柱 
BEES, 流出 液 按 体积 加 氯 化 钠 至 5% ,搅拌 下 加 两 倍 体积 无 水 乙 醉 
沉淀 ,又 经 无 水 乙醇 -丙酮 洗涤 后 ; CR TER, BN ot 
BARR WE), Lely = — 25°. 

【讨论 】 

Q) 丙酮 干燥 软骨 制剂 便于 保存 ， 而 新 鲜 洗 净 软 骨 同 样 适用 

(2) 用 碱 解法 提取 简便 易 行 , 适 于 生产 . 由 于 碱 法 引起 糖 链 
降解 , 因此 得 率 较 酶 法 为 低 . 另外 用 酶 法 提取 时 可 以 同时 分 离 硫 
酸 角质 素 , 后 者 在 碱 解法 中 会 引起 脱硫 与 异 构 化 反应 , 欲 综合 利用 
应 考虑 酶 法 提取 . 

(3) ETCHKARARE +, GAG 组 成 的 不 均 -性 ， 4B 
RARE PARADE ORRKAA OH i, Adem 
成 品 纯 度 时 应 注意 . 

【文献 】 

成 都 制药 三 厂 ,医药 工业 。(7) :6 (1977) 。 
(#B%) 
5. CORR K MD HRM 
6-- 硫 酸软 骨 素 (chondroitin-6-Sulfate) 在 组 成 糖 基 、 蜡 头 
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体 构 型 和 糖 基 间 的 连接 方式 上 都 和 全 硫酸 软骨 素 相 同 , 唯 硫酸 基 
与 o 乙 酰 氨基 -2- 去 氧 半 乳 糖 的 Os 伯 醇 羟基 通过 酯 键 相连 . Be 
HE apg SL eA DR PR Pa RARER 
为 6- 硫 酸软 骨 素 , 后 者 经 1.2 mol/L MLR PE, 通 
过 乙酸 钙 - 乙 醇 分 级 可 除去 在 较 低 浓度 乙醇 中 沉 出 的 核酸 和 硫酸 
皮肤 素 、 硫 酸 乙 酰 肝 素 等 . 

【试剂 】 

Ze $5 SEW (p H4.6); 溶解 125 克 乙 酸 钙 ( 含 1mol 结晶 
水 ) 手 2.4 升 水 中 加 入 1 mL 冰 乙 酸 后 , 调 至 所 需 pH. 

【操作 】 

天 脐带 酶 解 液 以 等 体积 水 稀释 后 ， 加 入 氯 化 十 六 烷 基 吡啶 生 


成 GAG 复合 物 的 沉淀 ， 以 0.4mol/ 工 毛 化 钠 分 级 解 离 透明 质 酸 - 


后 ,所 得 残渣 多 批 合并 后 继 以 1.2 mol/ 工 氧化 钠 在 80~40°C 下 搅 
拌 解 离 ， 按 各 批 残 酒 相当 于 所 投料 脐带 , 每 400 克 用 50 mL 盐 液 
解 离 , 共 三 次 ,每 次 半 小 时 合并 抽 滤 液 ,根据 滤液 体积 ,加 工 .5 倍 
无 水 乙醇 ,所 得 沉淀 依次 以 95% 乙醇 、 无 水 乙醇 . 丙酮 洗涤 , 在 五 
氧化 二 磷 中 真空 干燥 ， 即 得 粗 6- 硫 酸软 骨 素 ， 平 均 每 千克 脐带 约 
得 粗 糖 工 .5 克 ， 

1 克 上 述 粗 制 品 ， 置 于 500 mL 平底 烧瓶 中 ， 以 200 mL 乙酸 
钙 缓冲 液 溶解 ,在 强力 电磁 搅拌 下 , 缓 缓 加 入 58 mL 无 水 乙醇 ,加 
HE, 4°C BBA (偶尔 振 摇 ) .低温 离心 , 清 液 (可 能 混浊 ) 放置 达 
室温 后 , 在 强力 搅拌 下 , 组 组 加 入 40 mL BKM, COUR, Mk 
温 离心 去 沉淀 (主要 为 硫酸 乙酰 肝素 等 )， 清 液 放 达 室温 后 , 在 强 
BEEF BB IMA 50 mL 无 水 乙醇 , 40 过 夜 , HARE, 次 日 
离心 所 得 沉淀 用 60 mL 水 溶解 ,经 强酸 型 树脂 732 (Na 型 ) 柱 , 另 
用 适量 水 洗 柱 ,流出 液 合并 , 加 所 化 钠 使 浓度 达 5%， 并 加 两 倍 体 
积 无 水 乙醇 ， 40 过 夜 ， 次 日 离心 收集 沉淀 ， 依 次 以 乙醇 、 无 水 乙 
醇 、 丙 酮 洗涤 ， 在 五 氧化 二 磷 中 真空 干燥 ， 得 量 为 0.5 克 .成品 
[a]? = —12°, 

【讨论 】 
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(严格 控制 钙 盐 浓度 及 沉淀 聚 糖 的 乙醇 浓度 是 分 离 纯化 前 
关键 .操作 中 应 避免 乙醇 加 入 过 快 ， 造 成 局 部 乙醇 浓度 过 高 ， 使 
6- 硫 酸软 骨 素 提前 析出 , 影响 得 量 . 

(2) 静 置 沉淀 和 低温 离心 温度 也 应 保持 一 致 . 

(3) 一 般 认 为 人 脐带 中 不 含 生 硫 酸软 骨 素 而 为 6- 硫酸 软骨 
素 . 然而 , i Roden 7} 44, GAR FAM (E.C. 4.2.2. 和 降解 ,并 
对 所 生成 的 双 糖 进行 分 析 , 表明 GAG 中 6- 硫 酸软 骨 素 双 糖 单位 
占 总 量 80%， 生 硫酸 软骨 素 约 占 10% ,未 硫酸 化 的 软骨 素 双 糖 单 
fit 10%, 进一步 证 实 GAG 结构 的 杂 合 性 和 结构 的 不 均一 性 . 

【文献 】 


Roden, L., et al., ‘Methods ‘in Enzymology, 28: 73, Acad. Press, New ‘York, 
1972. 


(A) 

6. 软骨 素 的 制备 

软骨 素 (chondroitin) 只 有 和 前 述 两 种 硫酸 软 得 素 相 同 的 业 
基 组 成 、 异 头 体 构 型 和 糖 基 连 接 方式 ， 不 同 处 在 于 糖 链 上 无 硫酸 
fas 

一 般 认 为 软骨 素 可 能 是 硫酸 软骨 素 生 物 合成 的 中 间 体 ( 未 修 
饰 母 体 ), 但 在 角膜 、 主 动脉 、 白 细胞 、 胎 盘 、 羊 水 及 尿 中 都 有 其 存 
在 ,特别 是 未 足 月 胎盘 中 软骨 素 含 量 较 高 . 由 于 硫酸 软骨 素 制 取 较 
易 , 利 用 硫酸 软骨 素 脱 硫酸 反应 制 软骨 素 极其 方便 , 其 反应 如 下 : 


COOK | 00TH 
RC 42CH,OH+-HCl —> R +KO,SOCH,+KCl-+ H,0 
O.K Now 
Bit “se FA 


K 
pai oF on Ba." 4-CH,OH 


第 一 sc 甲 RN 46 #2 HC1/CH.OH 4 Jz hy 5é 
BM, HZ FEA CBE A HE A, BD 2h Je Py, 

【试剂 】 

无 水 甲醇 (试剂 甲 醉 以 无 水 硫酸 钠 干 烛 ， 过 滤 备 用 )， abi 
0.1 mol/LAA LE, 
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【操作 】 

以 碱 解法 制 得 的 牛 ( 或 猪 ) 外 软骨 硫酸 软骨 素 粗 制 电 fin TE Jak Ah. 
HUH fil AFR 1:20(mg/mL) YF 5% 氯 化 钠 ， 离 心 去 不 深 物 ,加 入 
1.25 体积 无 水 乙醇 ,放置 过 夜 , 离心 收集 沉淀 , RUC WL 60% 乙醇 、 
无 水 乙醇 、 丙 酮 洗涤 ，60"O 下 , 真空 干燥 ， 即 为 可 供 下 步 反 应 用 的 
硫酸 软骨 素 精 品 ( 主 要 为 .4 硫酸 软骨 素 ,但 含 少 量 异 构 体 ). 

取 预 先 研 成 细 末 并 干燥 的 上 述 精制 聚 糖 5 克 ， 加 至 预先 配制 
的 1000 mL 甲醇 与 5mDL 乙酰 氯 的 混合 液 中 (混合 2 一 3 小 时 后 供 
用 ) 室 温 下 (25 一 380"0)， 在 加 塞 烧 瓶 中 进行 电磁 搅拌 ,24 小 时 后 ， 
反应 混合 液 经 离心 收集 悬浮 沉淀 ， 另 以 新 配制 的 酸性 甲醇 在 相同 
条 件 下 重复 反应 两 次 ， 每 次 一 天 . 第 三 次 收 得 的 沉 省 ， 溶 于 100 
mL 7k, J 600 mL 乙醇 ， 离 心 沉淀 ， 再 以 无 水 乙醇 、 丙 酮 脱水 , 得 
2.4 克 软骨 素 甲 酯 . 取 2 克 软骨 素 甲 酯 , 溶 于 100 mL0.1 mol/L 
AAP, 室温 放置 一 天 ,加 入 含 40 mL 7K, 1 mL KAR 1 
乙酸 钠 的 混合 液 ,再 加 乙醇 400 mL, BLP BULLI TK K ZB 80% 
乙醇 .无 水 乙醇 .丙酮 洗涤 干燥 , 得 成 品 1.5 克 ，[o] 了 = 一 27". 

【讨论 】 

kb 本 制备 中 , 要 求 无 水 条 件 \ 包 括 原料 干燥 ) 较 严 ,否则 会 引 
起 糖 链 断 裂 的 副 反 应 . 

(2) 脱硫 酸 基 反应 系 非 均 相 反应 ， 硫 酸软 骨 素 粉 碎 程度 及 连 
续 搅 拌 也 十 分 重要 . 

【文献 】 

Schubert, M., Methods in Carbohydrate Chemisiry. 5: 109 (1965). 
(H4%) 

1. 硫酸 皮肤 素 的 分 离 提取 

硫酸 皮肤 素 (dermatan sulfate) 是 以 a-L— Fhe BER A 2- 乙 
酰 氨 基 -2 去 氧 -4 OO- 硫酸 基 -B-D- 半 乳糖 分 别 通过 人 ->3) 和 (4 一 
4) PP REA. 在 猪 皮 、 和 后 肺 中 含量 较 高 ,也 可 在 妥 、 主 动 
脉 、 旋 辩 等 组 织 中 检 出 ， 猪 皮 经 蛋白 酶 作用 而 释放 各 种 GAG, 后 
者 可 在 控制 的 盐 浓 度 下 ， 利 用 季 铵 盐分 级 沉淀 除去 透明 质 酸 和 肝 
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素 ， 获 得 杂 有 硫酸 软骨 素 的 硫酸 皮肤 素 制剂 ， 制 剂 中 的 硫酸 皮肤 
素 通过 在 碱 性 条 件 下 与 班 氏 试 7 (Benedict reagen 切 生成 不 溶性 


钢 复 合 物 而 与 杂质 分 离 纯 化 . 


【试剂 】 

结晶 木瓜 蛋白 酶 ; 酶 反应 缓冲 液 : 0.5 mol/L A tw Se 
0.01 mol/L Z% — f% PY ZK Fil 0.01 mol/L # R* HARB PH 
6.5); 10% 氯 化 十 六 烷 基 吡啶 ， 班 氏 试 液 ， 世 3 HARA, 100 
克 无 水 碳酸 钠 深 于 800 mL 水 中 , MBA, 冷 后 加 入 100 mL & 
17.3 克 硫 酸 铜 的 水 溶液 ， 加 水 稀释 到 1000 mL， 并 过 滤 ; 助 滤 剂 
Gejlite. 

【操作 】 

猪 皮 经 丙酮 脱 酯 干燥 并 磨 碎 后 供用 ._ ke 猪 皮 干燥 制剂 混 晤 
FOL 缓冲 液 中 , 加 入 7500 单位 结晶 木瓜 蛋白 酶 , 65~T0°C 下 保 
温 , 搅拌 50 小 时 ， 向 酶 解 液 中 加 入 100 克 Celite 作 助 滤 剂 ， 经 含 
300 克 Celite 衬 垫 的 直径 27 cm 的 布 氏 漏斗 过 滤 , 滤 瓶 以 2 升 0.5 
mol/L 氧化 钠 淋 洗 ， 滤 液 和 洗 液 合并 , 继 加 75 mL 10% Bik +s 
烷 基 吡啶 沉淀 GAG. 混合 液 在 室温 过 夜 . 加 入 25 RHA, RH 
以 10 克 助 滤 剂 作 衬 垫 的 14em 布 氏 漏斗 过 滤 , 收集 沉淀 . 将 滤 瓶 
a F 250 mL 解 离 液 (2mol/L Aik: 无 水 乙醇 =100:15 了 ]P) 
40°C 下 搅拌 30 分 钟 , 经 垂 熔 漏 斗 过 滤 ， 此 操作 再 以 100 mL 上 述 
解 离 液 重复 两 次 ， 合 并 液 以 3 倍 体积 水 稀释 ， 出 现 的 絮 状 沉淀 以 
离心 法 收集 .以 100mL 上 述 解 离 液 溶解 ， 加 入 3 倍 体积 无 水 乙 
AE, 离心 所 得 沉淀 深 于 由 200mL 1mol/L 氧化 钠 和 40 mL 乙醇 配 
成 的 混合 液 中 , 再 以 3 倍 体积 乙醇 沉 出 聚 糖 . 沉淀 深 于 100mL 水 
中 , 复 以 乙醇 沉淀 , 经 乙醇 洗涤 沉淀 两 次 , 丙酮 洗 一 次 后 , FRA 
化 二 磷 存 在 下 真空 干燥 , 得 粗 制 剂 2.4 克 . 

将 粗 制 剂 溶液 与 10 mL 饱和 氧 氧 化 钠 和 80 mL HERG ik FH 
合 .10 分 钟 后 以 离心 法 收集 胶 状 沉淀 .用 由 水 :饱和 氢 氧 化 钠 : 
DERG ik =10:1:2(V /V/V) ARAB W150 mL BE RE 
次 , YE CLUE PROUT BE IZ BIA RZD et 4 mol/L 乙酸 中 , AA 
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SPAS RR 100 mL 对 流动 水 透析 过 夜 . 透析 液 通过 强酸 型 阳 
Bt Mt Ie 50x 4(50~100 目 ，H+ 型 )2.2x20 cm FF JE Ad, 流速 
5mL/ 分 ， 收 集 瓶 中 先 放 入 10 mL 5% BERRA, 上 述 脱 铜 液 以 
ZBI pH 4~5, 浓缩 至 20 mD 左右 ,后 加 入 两 倍 体积 乙醇 (有 
时 可 加 入 少量 3mol/ 工 氧化 钠 以 利 硫酸 皮肤 素 沉淀 ) ,离心 收 得 沉 
淀 经 无 水 乙醇 、 乙 醚 洗涤 , 在 室温 下 真空 干燥 人 五 氧化 二 磷 ) , 得 量 
0.85 tt, [al = 一 70?". 

tiie) 

(1) 以 铜 盐 沉 淀 法 分 离 纯化 硫酸 皮肤 素 ， 简 便 、 快 速 , 而且 成 
品 纯度 好 ， 由 于 沉淀 时 使 用 强 碱 条 件 , OE A He DT 也 
可 能 引起 部 分 糖 链 降解 . 

(2) 成 品 中 含 少 量 葡萄 糖 醋酸 ， 是 硫酸 皮肤 素 糖 链 中 媒 入 硫 
酸软 骨 素 片段 引起 的 ， 来 源 于 硫酸 皮肤 素 生物 合成 过 程 中 不 完全 
修饰 ( 指 糖 链 中 葡萄 糖 醛 酸 在 差 向 异 构 化 酶 作用 下 转化 为 艾 杜 粮 
醛 酸 的 酶 促 反 应 ). 这 部 分 片段 可 利用 透明 质 酸 酶 的 特异 降解 作 
用 去 除 之 ， 但 由 于 酶 的 内 切 作用 ,会 引起 聚 糖 平均 分 子 量 的 降低 ， 

【文献 】 

Cifonelli, J. A., et al., Biochemical Preparations, 12: 5 (1968). 
(HAH) 

8. 肝素 的 分 离 提 取 

肝素 (heparin) 是 随 来 源 不 同 而 在 结构 上 极 不 均一 、 在 聚合 
程度 上 高 度 分 散 的 一 类 GAG, 其 主要 代表 的 重复 双 糖 单位 为 2_O- 
硫酸 基 -o-I- 艾 杜 糖 醋酸 和 2-N- 硫 酸 基 -2 去 氧 -6-0- 硫 酸 基 -o-D 
-葡萄 糖 通过 (1->4) 连接 而 成 (又 称 三 硫酸 双 糖 单位 )， 同 时 糖 链 
中 还 含有 B-D- 和 葡萄 糖 醛 酸 和 2-N- 硫 酸 基 -2 去 氧 -6-O- 硫 酸 基 -a 
-D- 葡 萄 糖 通过 (1->4) 连结 的 双 糖 单位 (又 称 二 硫酸 双 糖 单 位 )， 
从 牛 肺 、 猪 肠 粘 膜 分 离 获 得 的 商品 肝素 平均 分 子 量 在 12 000 Ze 
右 ， 而 从 大 鼠 皮 肤 、 小 鼠 肥 大 细胞 瘤 所 得 肝素 平均 分 子 量 达 一 百 
万 ， 又 称 大 分 子 肝素 商品 肝素 中 三 硫酸 双 糖 单位 和 二 硫酸 双 粮 
单位 以 2 并 比值 存在 ， 
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猪 肠 粘膜 肝素 用 对 其 化 学 稳定 的 碱 性 水 液 提取 ， 经 热恋 性 除 
去 大 量 杂 蛋 白 后 ， 由 于 提取 液 所 含 盐 浓度 (0.6w0.8 mol/L) Whe 
证 强 碱 型 阴离子 树脂 对 肝素 的 强烈 吸附 交换 ， 同 时 防止 对 杂质 蛋 


FA JR AMR MAC Be, 后 以 递 升 浓度 的 盐 液 分 级 洗 脱 , 肝素 仅 在 高 “ 


浓度 盐 液 洗 下 .所 得 粗 制 肝素 ， 利 用 等 电 点 (PH 1.9) 和 乙醇 分 级 
除去 混杂 的 酸性 蛋白 和 低 硫 酸 GAG, 

【操作 】 

新 鲜 猪 肠 粘膜 按 5% 量 加 入 氧化 钠 , 在 水 浴 中 加 温 至 55*0， 
bl 5 mol/L SAL pH 2 9.0~9.5, 搅拌 保温 2 小 时 ， 后 升 
温 至 95°C, 保温 15 分 钟 ， 过 滤 除 去 凝聚 物 . 待 放 冷 至 温度 40°C 
时 按 滤液 体积 的 3% 加 入 290(O1- 型 ) 树脂 , 搅拌 工 小 时 ， 抽 滤 分 
取 树 脂 ,用 水 冲洗 至 水 液 澄清 为 止 ， 收 集 树脂 , 以 2 倍 于 树脂 体积 
1.4 mol/L 氧化 钠 洗涤 ， 搅拌 0.5 小 时 ， 继 以 2 倍 体积 于.3mol/ 
氧化 钠 搅 拌 0.5 小 时 ， 收 集 树 脂 ， 先 后 以 1.5 倍 体积 和 工 倍 体积 
的 4mol/ 工 氯 化 钠 搅拌 洗 脱 , 每 次 工 小 时 , 合并 洗 脱 液 , 加 等 体积 
乙醇 沉淀 ,离心 收集 沉淀 ,后 者 以 1:20 kh, 再 加 等 体积 无 水 
乙醇 ,沉淀 依次 经 乙醇 丙酮 洗涤 , 即 得 粗 制 肝 素 . 

粗 制 肝素 按 荆 :20 溶 于 水 中 ， 加 6 mol/L the pH 21.9, 
出 现 沉 淀 立即 离心 除去 ， 以 5mol/ 工 AALW pH 211.0, 按 
清 液体 积 的 5% 加 入 30% ALA, 60°O 下 保温 工 .5 小 时 (反应 
itv + pH FM, 应 加 碱 调整 ). BY, 以 6 mol/L HMI pH 至 
6.5~7.0, 加 入 氯 化 钠 ， 使 浓度 达 5%， 加 等 体积 乙醇 ， 低 温 放 置 
过 夜 ,离心 收集 沉淀 ,以 乙醇 丙酮 依次 洗涤 ,脱水 ,干燥 [oz = 
+48°, 本 品 抗 凝 效 价 为 165u. s. p 单位 /mg. 

【讨论 】 

(1) 肝素 的 盐 解 提取 工艺 虽 和 其 他 GAG et og 同 ， 
_ 没有 酶 解 之 类 的 步骤 ， 但 必须 注意 到 猪 肠 粘 膜 在 盐水 提取 前 已 经 
历 广泛 的 组 织 自 溶 以 及 肠 粘 膜 中 所 含 的 细菌 的 降解 作用 

(2) 利用 阴离子 树脂 吸附 肠 粘 膜 提 取 液 中 微量 肝素 所 起 的 浓 
缩 效 果 以 及 树脂 不 断 再 生 反 复 使 用 的 经 济 效益 ， 极 大 提高 了 本 方 
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法 区 工业 化 应 用 价值 ， 由 本 法 生产 的 商品 肝素 是 临 目前 床 应 用 的 
主要 来 源 . 

(8) 鉴于 肝素 结构 和 活性 的 不 均一 性 , 即使 同 种 来 源 , 例如 猪 
肠 粘 膜 肝素 , 仍 可 按 其 饥 盐 的 溶解 度 .不 同 分 子 量 范围 以 及 对 抗 北 
血 酶 TII 亲 和 性 的 差异 进行 再 分 级 , 获得 在 化 学 组 成 分 析 上 基本 
-- 致 ,而 在 抗 凝 、 降 血脂 及 抑制 免疫 活性 、 溶血 活性 等 方面 角 异 的 
各 种 组 分 . 

[文献 】 


上 海 生 物化 学 制药 厂 , 医药 工业 . 1977 (3) (24). 
Nader, H. B., et al., Int. J. Biol. Macromol. 3: 356 (1981). 
Biachini, P., et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 220: 406 (1982). 
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9. 硫酸 类 肝素 (或 硫酸 乙酰 肝素 ) 的 分 离 提取 

硫酸 类 肝素 ,又 称 硫 酸 乙 酰 肝 素 ，Heparan Sulfate 是 在 结构 
上 近似 于 肝素 的 一 类 GAG, 其 组 成 包括 由 B-D- 葡 萄 糖 醛 酸 和 2- 
乙酰 氨基 -2- 去 氧 -6-O- 硫 酸 -o-D- 和 葡萄 糖 通过 14) 连结 的 双 
糖 单位 和 以 o-I 一 艾 杜 糖 醛 酸 与 or-N- 硫 酸 基 -2- 去 氧 -2- 氨 基 -D- 
葡萄 糖 通过 4) 连接 的 双 糖 单位 .平均 每 一 双 糖 单位 含 硫 酸 基 
的 比值 可 为 0.5~2.0. 硫酸 类 肝素 的 化 学 组 成 视 不 同 来 源 而 异 . 
不 同 硫酸 类 肝素 在 分 子 量 分 布 `. 电 泳 迁 移 率 、 乙 酰基 及 硫酸 基 含 量 
以 及 艾 杜 糖 醛 酸 与 葡萄 糖 醛 酸 比例 等 方面 有 明显 不 同 ， 硫 酸 类 肝 
素 广 泛 存在 于 动物 细胞 表面 ,但 制备 材料 主要 限于 牛 须 、 人 脐带 . 

经 蛋白 酶 消化 的 牛 肺 组 织 释 出 的 多 糖 除 硫 酸 类 肝 娄 外 ， 还 有 
硫酸 皮肤 素 、 硫 酸软 骨 素 和 肝素 等 多 种 GAG, 所 得 粗 糖 中 尚 含 核 
RM. 其 中 硫酸 皮肤 素 借助 于 前 者 和 班 氏 试 液 的 铜 盐 生 成 沉 演 除 
去 7y6- 硫 酸软 骨 素 借助 透明 质 酸 酶 降解 法 除去 ,核酸 的 去 除 利 用 去 
氧 核糖 核酸 酶 和 核糖 核酸 酶 .硫酸 类 肝素 和 肝素 借助 于 离子 交换 
层 析 法 分 级 , 两 者 分 别 在 低 浓度 盐 液 和 高 浓度 盐 液 洗 脱 . 

【试剂 】 

结晶 木瓜 蛋白 酶 ， 卫 . Mork 产品 ; 链 霉 蛋白 酶 120 000 u/g, 
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上 海 生 化 研究 所 东风 试剂 厂 ， 去 氧 核 糖 核酸 酶 800 U/mg; 核糖 
核酸 酶 44 U/mg; 学 丸 透 明 质 酸 酶 20 000 T-U/mg, f ta 4 46 fil 
药 厂 ; 0.005 mol/L 乙 二 胶 四 乙酸 -0.005 mol/L »F it & B-O.1 
mol/L 乙酸 缓冲 液 p 也 5.5); 班 氏 试 液 . 

【操作 】 

新 鲜 牛 肺 除 尽 软骨 等 杂质 , 绞 碎 后 置 于 4 倍 体积 丙 酮 中 脱水 ， 
每 天 倾 汽 更 换 丙 酮 , HSK. YEP RA, 在 20~25°C FRA 
碎 至 细 末 备用 . Rikg 上 述 丙 酮 粉 混 悬 于 5 升 乙 酸 缓冲 液 中 , 加 
入 7500 单位 的 结晶 木瓜 蛋白 酶 ,60?"0 下 保温 24 小 时 ,以 1mol/ 工 
=A REAP SA Rw p 瑟 至 7.3, 按 反应 液体 积 每 升 
加 0.2 克 链 霉 蛋白 酶 , 37"C 下 水 解 2~ 5 天， 离心 取 清 液 ， 对 蒸 馆 
水 透析 一 天 .后 按 每 升 透析 液 ,加 50 mL 氧化 十 六 烷 基 吡啶 比例 ， 
在 搅拌 下 滴 加 ，5"C 下 保持 一 天 ， 离 心 取 沉 淀 ， 后 者 以 氯 化 钠 饱和 
的 95% 乙醇 洗涤 两 次 ， 再 以 无 水 乙醇 洗涤 ,在 五 氧化 二 磷 中 真空 
于 燥 , 得 粗 聚 糖 混合 物 7 SE. \ . 

将 上 述 粗 聚 糖 溶 于 850 mL. 0.125 mol/L ZRAh-0.05 mol/L 
氯化镁 溶液 中 ,加 入 70 mg 去 氧 核糖 核酸 酶 及 35 mg 核糖 核酸 酶 ， 
ST CREAR. UR IIE ROA, 按 其 体积 加 入 2 倍 体积 乙醇 ,5 忆 
静 置 一 天 ,离心 所 得 沉淀 , 依次 以 80% Fi 95% 乙醇 洗涤 干燥 . 

取 上 述 除去 核酸 的 粗 聚 糖 二 克 ， 溶 于 100 mL 水 中 ， 加 入 1 
mL 饱和 和 氧 氧化 钠 溶液 及 80 mL 班 氏 试 液 ， 置 20~25"OI 小 时 ， 
以 离心 法 去 胶 状 沉淀 ,沉淀 以 150mL 10:1:2(7 /V/V) Kk: Me 
氧化 钠 溶液 : 班 氏 试 液 洗涤 , 将 清 液 与 洗 液 合并 , U4 mol/L 乙酸 
中 和 , 然后 对 燕 饮水 透析 ， 经 透析 的 溶液 ,通过 强酸 型 阴离子 树脂 
AGS x 4(H*) #: (2x25 em), L100 mL YEE, SIFT MBB 
W,IMA1.25 克 乙 酸 钙 , MAP RELRIRAMK AA 4mL, 加 
入 2 倍 体积 乙醇 ,冷藏 一 天 后 离心 ,以 95% 和 无 水 乙醇 洗涤 干燥 . 

按 上 步 所 得 粗 聚 糖 按 革 :200 溶 于 0.2 mol/L 氧化 钠 ， 通 过 相 
当 200 克 强 碱 型 阴离子 树脂 AG1x8(9l ) (200~400 目 ) 柱 人 3x 
45 om), 顺序 以 0.5.0.9 .1.2.1.4.141.6 和 2.0mol/ 工 氯 化 钠 各 
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500 mL Ave ML, HS mI/ 管 收集 , 测定 各 管 已 糖 醋酸 含量 ， 将 
0.9.1.2, 1.4 mol/L 各 段 中 高 峰 管 分 别 归并 , 透析 脱盐 并 减 压 浓 
wave, 从 不 同 段 所 得 的 硫酸 类 肝素 中 硫酸 基 含 量 不 同 ， 低 浓度 
洗 脱 部 分 硫酸 基 含 量 低 . 

成 品 需 经 半 乳 糖 腕 检查 ,如 为 阳性 , 将 聚 糖 样品 以 :100 溶 于 
4; 0.15 mol/L AEN 0.1 mol/L 乙酸 缓冲 液 中 (p 了 6.0),， 加 
入 透明 质 酸 酶 ， 使 每 毫升 反应 液 达 500 单位 , 87°C 下 保温 24 小 
时 ,加 入 2 倍 体积 乙醇 ,离心 回收 聚 糖 即 得 . 

【讨论 】 

(1) 本 法 系 以 牛 肺 为 起 始 原料 进行 聚 糖 提取 分 离 ， 若 以 工业 
生产 后 肺 肝素 的 副 产 物 为 原料 既 缩短 流程 又 可 收 综合 利用 之 益 . 
所 谓 肝 素 副 产物 系 指 低 盐 浓度 氯 化 钠 洗 脱 树脂 吸附 的 牛 肺 
GAG 部 分 . 

(2) 本 法 中 除去 核酸 时 采用 核酸 酶 降解 法 ， 若 在 氯 化 十 六 烷 
HEIL BE VLE IG, 以 0.6 mol/L 氯 化 钠 解 离 , 即 可 除去 核酸 .和牛 肺 是 
制 取 硫酸 皮肤 素 的 重要 原料 之 一 ， 以 班 氏 试 液 所 得 硫酸 皮肤 素 铀 
盐 沉 淀 , 可 以 一 步 纯 化 该 育 糖 ,其 化 学 组 成 和 猪 皮 来 源 的 不 全 相同 ， 

【文献 】 


Linker, A., Methods in Carbohydrate Chemistry. 7: 89, Acad. Press, New 


York, 1976. 
(42%) 

10. 硫酸 角质 素 的 分 离 提取 

硫酸 角质 素 (keratan sulfate) 主要 由 BEB-D=- 半 乳糖 和 2- 乙酰 
氨基 =-2- 去 氧 -6-O- 硫 酸 基 -B-D- 葡 萄 糖分 别 通 过 (1>4) 和 (>3) 
连结 而 成 的 重复 双 糖 单位 组 成 .在 相应 的 角膜 和 软骨 有 蛋白 聚 糖 中 ， 
硫酸 角质 素 糖 链 与 核心 蛋白 的 糖 肽 键 和 其 他 GAG 与 核心 蛋白 的 
糖 肽 键 不 同 , 前 者 糙 链 还 原 性 端 基 和 天 冬 酰 胶 的 所 原子 成 键 , 后 者 
则 和 苏 氨 酸 产 基 的 氧 原子 形成 糖 肽 键 .根据 来 源 , 硫酸 角质 素 分 角 
膜 硫 酸 角质 素 (区 SI) 和 软骨 硫酸 角质 素 (KSII .硫酸 角质 素 实际 
组 成 和 结构 远 比 上 述 的 重复 双 糖 单位 复杂 , 它 可 能 含有 支 链 结构 ， 
并 合 杂 有 诸如 甘露 糖 、 岩 省 糖 、 木 糖 、 唾 液 酸 和 半 乳 糖 胺 等 糖 基 , 其 
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中 有 些 是 位 于 糖 链 的 非 还 原 性 末端 . 另外 , AR A EV KSI fil KSII 
中 的 硫酸 基 也 不 均一 , 部 分 硫酸 基 位 于 半 乳 糖 Qe 上 

鉴于 角膜 硫酸 角质 素 可 被 强 碱 型 阴离子 交换 树脂 强烈 吸附 ， 
仅 高 浓度 氯 化 钠 方 能 洗 脱 , 而 组 织 的 蛋白 酶 水 解 液 中 其 他 育 糖 ( 主 
要 是 软骨 素 及 硫酸 软骨 素 ) 都 可 以 在 低 盐 浓度 下 洗 脱 ,所 以 很 易 分 
BA, 洗 脱 软骨 硫酸 角质 素 的 盐 浓度 比 角 膜 硫 酸 角质 素 低 ,与 
硫酸 软骨 素 相 近 , 故 在 高 峰 管 中 可 杂 有 硫酸 软骨 素 , 视 需 要 通过 乙 
醇 分 级 除去 之 . 

【试剂 】 

结晶 木瓜 蛋白 酶 ; 0.01 mol/L 乙 二 胺 四 乙酸 -0.01 mol/L Fh 
酸 半 胱 氨 酸 缓冲 液 (p 也 6.5); FER IRM O. 4 ga-2e HIB 100 ml, 
RGR). BUR) Celite. 

【操作 】 

(1) 600 克 ( 湿 重 ) 牛角 膜 在 工 升 缓冲 液 中 加 工 SOKME Fit 
消化 ,在 65°C 下 保温 24 小 时 .经 助 滤 剂 Celite 去 除 不 溶性 残渣 ， 
滤液 浓缩 至 500 mL, WA 4 CR, 使 沉淀 ， 所 得 糖浆 状 沉 演 洲 
于 水 中 , 除去 不 溶性 杂质 ,水 液 对 蒸馏水 透析 24 小 时 ( 换 水 数 次 )， 
” 沉 演 经 助 滤 剂 过 滤 除 去 ， 得 粗粮 混合 液 约 2 升 . 经 强 碱 型 树脂 
Dowex 1x2(Cl) # G1 x30em), #xeW 7k (8~4 F), 1.0.1.5, 
2.0, 3.0, 714.0 mol/L ALG, DAUR, 2b Bie lhe 
体积 8~6 Ft, THR ATE BP, 

2.0, 3.0, 4.0 mol/L 氧化 钠 洗 脱 液 中 含 硫酸 角质 素 , 各 管 分 
MAH ReMi, AARC. 必要 时 加 乙酸 钠 至 工 ~ 
2%, 使 沉淀 完全 . 沉 省 依次 用 乙醇 、 丙 酮 和 洗涤， 干燥 . 3.0, 4.0 
mol/ 荆 流 分 的 KSI 分 别 占 总 得 量 的 74% 和 5% ,2.0mol/ 工 流 分 
中 硫酸 角质 素 占 总 得 量 的 21% , 知 成 品 中 检查 含 半 乳 糖 胺 ， 表 明 
含 硫酸 软骨 素 杂 质 , 可 按 下 法 除去 ， 取 2.0 mol/L 流 份 聚 糖 荆 .419 
mova F112 mL 5% 乙酸 钙 的 0.5 mol/L 乙酸 中 ， 搅 拌 下 加 入 
乙醇 ,使 乙醇 浓度 至 40%,， AMT VC 放置 3 小 时 , 离心 后 清 液 
加 乙醇 至 66%, 收集 沉淀 ， 先 后 以 80% CB. AKC. WE 
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涤 ， 即 得 纯 品 和 SI, 2.0, 3.0, 4.0 mol/L veins KSI 的 硫酸 
基 和 和 氮 基 葡萄 糖 的 分 子 比 值 分 别 为 .04、.23 和 工 .29. 

(2) 500 克 牛 鼻 软 骨 丙 酮 粉 混 悬 于 缓冲 液 (p 了 6.5) 中 , 以 250 
mg 木瓜 蛋白 酶 在 65°C 下 水 解 24 小 时 . 经 助 滤 剂 colite 除去 不 
溶 物 , 清 液 加 工 .25 倍 体积 乙 醇 沉 淀 ( 沉 淀 部 分 主要 为 4 硫 酸软 骨 
素 ) , 清 液 经 浓缩 去 乙醇 后 对 蒸馏 水 透析 , 取 相 当 含 芽 .0~ 工 .2 a 
糖 胺 的 聚 糖水 液 ， 加 样 于 Dowex 1 x 2(Cl™ 型 ) 柱 , 顺序 以 蒸 馅 水 、 
0.5.141.0.1.5 2.0, 3.0, 4.0 mol/L AL Mve hi, KSII 主要 集 
HF 1.5 mol/ 工 和 2.0mol/ 工 氯 化 钠 洗 脱 液 中 (两 者 分 别 占 总 得 
量 的 409% Fil 30%), 而 3.0mol/ 工 和 4.0mol/ 工 中 含 KSII 分 别 
各 占 10%, 

一 1.5mol/ 工 和 2.0mol/ 工 洗 脱 液 经 检查 , 者 含 硫酸 软骨 素 , 则 
参照 角膜 硫酸 角质 素 中 所 述 乙 醇 分 级 法 先 除 去 杂质 ， 后 以 乙醇 沉 
th. 1.5, 2.0, 3.0, 4.0 mol/L ¥EhiMh KSI 中 硫酸 基 与 葡萄 糖 
胺 分 子 比值 分 别 为 0.75 0.938. 1.07 Fil1.08, 

【讨论 ]】 

C1) 由 于 角膜 硫酸 角质 素 的 糖 肽 键 以 及 两 种 硫酸 角质 素 聚 糖 
结构 的 特点 , 若 以 碱 法 提取 , 不 能 降解 角膜 硫酸 角质 素 糖 链 与 核心 
蛋白 间 的 糖 肽 键 ， 却 使 两 种 聚 糖 中 葡萄 糖 胶 Co 的 硫酸 基 脱 落 ,， 形 
成 3，6- 内 醚 葡萄 糖 胺 , 因此 酶 法 降解 成 为 提取 硫酸 角质 素 的 唯一 
途径 . 

(2) 由 于 硫酸 角质 素 和 季 贸 盐 不 能 形成 溶解 度 很 小 的 复合 
物 ,所 以 分 离 纯化 时 主要 依靠 离子 交换 层 析 法 .， 

(3) 不 同 氯 化 钠 浓度 下 洗 脱 的 硫酸 角质 素 的 组 成 不 同 ， 说 明 
此 育 糖 明显 的 不 均一 性 . 

【文献 】 

Rochen, L., et al., Methods in Enzymology. 28: 73(1972). 
(#% #) 
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刺 参 粘 多 糖 是 存在 于 海参 纲 动物 刺 参 体 壁 和 内 及 中 的 一 种 硫 
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酸 粘 多 糖 , 其 一 级 结构 尚未 冰 明 (因此 称 为 刺 参 粘 多 糖 ， 而 不 称 为 
糖 胺 聚 糖 或 蛋白 聚 糖 ) .组 成 分 析 表 明 其 中 含 半 乳 糖 胺 .葡萄 糖 醛 
酸 、 岩 若 粮 三 种 糖 基 并 高 度 硫酸 酯 化 , 具有 对 抗 实验 肿瘤 、 促 进 机 
体 免疫 功能 和 抗 凝血 作用 ， 和 肝素 不 同 ， 它 的 抑制 话 血 酶 的 作用 
不 依赖 于 抗 凝血 酶 II， 其 他 海参 岗 动物 体 壁 中 也 有 十 分 类 似 的 
多 糖 存在 . 

提取 时 使 用 蛋白 水 解 酶 降解 组 织 蛋 白 ， 所 得 多 糖 混合 物 利用 
粘 多 糖 与 钾 离 子 生成 水 溶性 差 的 钾 盐 , 去 除 与 其 共存 的 杂质 多 糖 ， 
从 而 得 以 提纯 .下 列 方 法 基本 适用 于 多 种 海参 体 壁 粘 多 糖 的 提取 
与 纯化 . 

【试剂 】 

BEAM (1:8000); PEK, BOA, 剔除 脂肪 组 织 等 , 切 
碎 加 等 量 燕 饮水 , 按 每 克 胰 脏 加 入 1 mg 胰 蛋 白 酶 , 在 组 织 的 碎 机 
中 制 成 匀 浆 ,冷藏 备用 .4mol/ 工 乙酸 钾 缓 冲 液 (p 了 7.0). 

【操作 】 

取 绞 碎 刺 参 体 壁 ， 加 0.15 倍 体积 水 ， 并 加 适量 甲 革 防腐 于 
50°C 下 , 不 断 搅 拌 数 小 时 ， 至 参 体 逐渐 由 稠 变 稀 , 用 盐酸 调 pH 至 
2.0~2.5, 按 投料 量 加 入 0.4% BEAM, 50°C 保温 ， 继 续 搅拌 ， 
保持 原 p 互 ， 酶 水 解 14 小 时 后 终止 ， 上 述 酶 解 液 用 5 mol/L AA 
化 钠 调 pH 至 8.5, 加 入 预先 化 冻 胰 匀 浆 ， 用 量 为 刺 参 量 的 0. 巧 
ee. 搅拌 , 调 pH 3 8.5, FE 50°C 下 继续 酶 解 , PREF PH 8.5, 8 小 
时 后 终止 反应 .加 热 至 近 沸 , 趁 热 过 滤 , 待 冷 至 室温 后 , 用 稀 盐 酸 
调 滤液 p 也 至 7.0 左 右 , 缓 绥 加 入 乙醇 ， 使 含 醇 量 达 40%, eC 
夜 , 即 有 沉淀 析出 , 次 日 离心 收集 沉淀 , 用 乙醇 -丙酮 顺序 洗涤 , Bi 
水 , 干燥, 即 为 刺 参 粘 多 糖 粗 品 , 得 率 为 0.4% BR ” 

取 上 述 粗 品 按 1:20(mg/mL) 用 水 溶解 ， 离 心 去 不 溶 物 ， 清 液 
In AAG PEE 1 mol/L, 60°C 保温 工 小 时 ,用 乙酸 中 和 , 加 乙酸 
钾 ， 使 总 钾 盐 浓度 为 2 mol/L, 冷藏 过 夜 ， 冷 冻 离 心 收集 沉淀 部 
分 ,用 适量 水 溶解 ， 氢 氧化 钾 调 p 也 至 10~11, 7¢ 60°C 下 加 30% 
过 氧化 氧 (用 量 为 样品 体积 的 5%)，, 合计 工 小 时 , 冷却 后 ,加 等 体 
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积 4mol/ 工 艺 酸 钾 绥 冲 液 (p 了 7.0) ,冷藏 过 夜 ,， 冷冻 离心 所 得 沉 
淀 依次 用 80% 乙醇 、 无 水 乙醇 、 丙 酮 充分 洗涤 至 干 , 成 品 即 刺 参 粘 
2 Bi (GRE). 

【讨论 】 

(1) 联合 使 用 胃 和 蛋白酶 及 胰 组 织 匀 浆 由 刺 参 体 壁 提取 多 糖 效 
果 较 好 , 胰 组 织 匀 浆 来 源 方便 , 制备 简单 . 

(2) 以 乙醇 沉淀 酶 解 时 ， 乙 醇 浓 度 不 宜 过 高 ， 以 36~4095 为 
佳 . 此 浓度 下 沉淀 的 粗 多 糖 中 粘 多 糖 的 含量 高 ， 而 杂质 如 聚 岩 藻 
糖 硫酸 酯 较 低 。 以 此 为 基础 ， 进行 乙 酸 钾 沉 淀 方 能 得 纯 一 的 刺 参 
粘 多 糖 . 

(3) 纯 一 的 产品 , 如 加 至 60"0 下 温 热 的 0.5mol/L ZR BY 
液 (pHY7.0) 使 之 饱和 后 静 置 冷却 , 可 呈 结 晶 析 出 . [a] =68.7°, 

【文献 】 


Bee Mee, 药学 学 报 。 15: 263(1980). 
Hey, 中 药 通报 。(4) : 27(1982). 
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(=) RRR GAG) 的 组 成 分 析 及 定量 测定 

PIRES HE (GAG) 主要 由 己 糖 胺 和 己 糖 醛 酸 ( 或 已 糖 ) 的 重复 双 
糖 单位 构成 . 其 中 己 糖 胺 包括 葡萄 糖 胺 和 半 乳 糖 胺 ; 已 糖 醛 酸 包括 
HARE ALLER, 已 糖 指 半 乳糖 ;另外 还 有 6- 去 氧 已 糖 ， 
即 岩 菠 糖 .多数 GAG 无 论 经 蛋白 酶 降解 或 碱 降解 提取 , 除 硫 酸 角 
质 素 ( 可 能 包括 透明 质 酸 ) 外 ， 都 含有 木 糖 和 半 乳 糖 组 成 的 寡 糖 连 
结 区 (一 Gal 一 Gal 一 Xyl->)， 硫 酸 角质 素 的 侧 链 结构 中 含 甘 露 糖 、 
岩 营 糖 及 呈 液 酸 等 , 这 些 “ 杂 糖 ? 仅 占 总 糖 量 的 极 小 部 分 半 乳 糖 
在 硫酸 角质 素 中 , 约 占 总 糖 量 的 一 半 , 岩 藻 糖 在 刺 参 粘 多 糖 中 约 占 
总 糖 量 的 三 分 之 一 .另外 ,多数 GAG 分 子 中 含 数 量 不 同 的 硫酸 基 
钨 括 O- 取 代 和 -取代 ). 本 文 着 重 介绍 己 糖 胺 、 已 糖 醋酸、 已 
糖 、6- 去 氧 己 糖 和 硫酸 基 的 测定 方法 . 

GAG 的 组 成 分 析 不 仅 提 供 了 某 种 GAG, 或 由 某 种 GAG 再 
分 级 所 得 的 各 个 组 分 的 化 学 组 成 的 信息 ， 而 且 可 以 根据 已 知 的 各 
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种 GAG 的 组 成 糖 基 及 各 成 分 间 的 分 子 比值 有 助 于 确定 新 发 现 的 
GAG 的 基本 特征 ， 当 然 , 阐明 新 的 GAG 结构 有 赖 于 包括 物化 、 化 
学 、 酶 学 以 及 免疫 学 技术 在 内 的 各 种 结构 测定 方法 的 运用 此 外 ， 
个 别 组 成 分 析 方法 还 可 用 于 某 种 GAG 的 定量 ,在 GAG 提 纯 过 
程 中 , 选用 灵敏 . 简便 的 组 成 分 析 方法 对 分 级 沉淀 , 解 离 液 或 洗 脱 
液 进行 示 踪 或 鉴别 更 是 必 不 可 少 的 

根据 对 GAG 中 己 糖 胺 、 已 糖 醋酸 、 硫 酸 基 及 其 他 已 糖 的 鉴别 
测定 和 含量 分 析 结 果 , 可 将 其 分 为 六 类 : 

(1) CHAR. SHARK CHEM, 不 含 硫酸 基 ; 

(2) KES: SEI CHEM, 不 含 硫酸 基 ; 

(3) 4 硫酸 软骨 素 、6- 硫 酸软 骨 素 和 硫酸 皮肤 素 : 含 半 乳糖 
Ke CRRA MRE, 其 中 硫酸 皮肤 素 通过 已 糖 醛 酸 的 shite 比 
值 测定 而 与 硫酸 软骨 素 相 区 别 ; 

(4) 刺 参 粘 多 糖 : 含 半 乳 糖 胺 .已 糖 醛 酸 和 硫酸 基 , HSA 
糖 ; 

(5) 肝素 及 硫酸 类 肝素 : 含 葡 萄 糖 胺 、 已 糖 醛 酸 和 硫酸 基 。 后 
者 在 O/O 比 值 以 及 O- 硫 酸 基 及 -硫酸 基 的 含量 上 都 有 明显 差异 ; 

(6) 硫酸 角质 素 : 含 葡萄 糖 胺 .已 糖 及 硫酸 基 , 不 含 已 糖 醛 酸 , 

FR GAG 组 成 分 析 方法 是 目前 国内 外 有 关 实 验 室 的 常用 方 
法 . 简便、 灵敏 、 的 有 uiadar 5 必须 指出 , 企图 
通过 鉴别 ， 得 到 定量 而 组 成 比 准确 的 样品 ， 应 预先 经 过 纯度 鉴定 
一 一 经 超 离心 分 离 、 电 泳 和 色谱 Ppeaaghiieetieminreyrie 
“Mi — "GAG 者 . 
| | (#8) 

1. eK (GAG) 的 电泳 法 

(i) 糖 胺 聚 糖 (GAG) 乙酸 纤维 素 膜 双 向 电泳 法 

GAG 是 多 聚 阴离子 , 各 种 GAG 所 带电 荷 密度 不 同 , 泳 动 率 不 
同 ， 在 两 种 缓冲 液 中 , 依次 在 两 个 方向 进行 电泳 , 可 将 GAG 清晰 
地 分 离开 来 . 

【试剂 】 
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乙酸 纤维 素 膜 ，GAG 标准 液 , 含 HA、DS、HS、HP、O-4-8、 
CO-6-S_KS 的 溶液 ;0.1 mol/ 工 吡啶 -0.47 mol/L FR ¥ 1K (PH 
3.0); 0.1 mol/L 乙酸 饥 Ba(Ac) (新 鲜 配 制 ); 脱色 液 ; 含 10% 
(V/V) ZR, 0.1% V/V) xk ZR 0.03 mol/ 工 氯化镁 溶液 ; 桨 
色 液 : 将 阿利 新 蓝 按 0.2% (mg/mL) 溶 于 脱色 液 中 . 

【操作 】 

(1) HAMA ER RRM 8x8 om?, Voy FRA BAO. 
mol/ 工 吡啶 -0.47 mol/L FA (pH 3.0) HIKRMNRS +, HER 
浮 于 液 面 上 , 迅速 润 湿 , 若 整 块 薄膜 深浅 一 致 , 则 表明 薄膜 质地 均 
Sj, AE. ZEN, 在 薄膜 上 出 现 深浅 不 一 的 条 纹 或 斑点 时 ， 
表明 薄膜 质地 不 匀 , 应 重新 选 膜 . 

将 选用 的 薄膜 用 杀 子 轻 压 ， 使 之 全 部 浸入 缓冲 液 中 , 浸泡 30 
分 钟 后 取出 , 夹 在 清洁 的 滤纸 中 , 轻 轻 吸 去 多 余 的 缓冲 液 ， 

(2) 制作 “滤纸 桥 ” 剪裁 合适 的 滤纸 条 ， 取 双 层 附着 在 电泳 
槽 支架 上 , 使 其 一 端 与 支架 前 沿 对 齐 , 另 一 端 浸入 缓冲 液 中 . 

(3) 将 0.1mol 工 吡啶 -0.47 mol/L 甲酸 电泳 液 倒 入 电泳 模 
PY, 用 平衡 装置 使 两 极 槽 内 液 面 平衡 15 分 钟 . 

(4) PETRA IE 面 点 样 . 点 样 区 位 于 8X8 om 正方 形 


—_s 第 一 向 if 
ISS GAG wap 
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薄膜 右 下 角 离 边缘 十 x1 om 处 .将 毛细 管 头 印 在 点 样 区 内 ,管内 
的 样品 即 可 自动 被 “ 吸 ” 到 薄膜 上 (注意 切 不 可 用 力 把 膜 弄 破 六 

(5) 将 点 样 的 薄膜 架 在 电泳 槽 支架 的 滤纸 桥 上 上 上， 无 光泽 面 回 
下 ,平衡 10 分 钟 后 , 通电 55 分 钟 (8 V/om), 

《6) 第 一 向 电泳 完毕 后 , 取出 薄膜 , Fe BART, Be 
0.1 mol/L Ba(Ac)s 电泳 液 , 重复 2、3 步骤 . 将 半 干 的 薄膜 浸泡 
J 0.1 mol/L Ba(Ac)s 电泳 液 中 1L~2 分 钟 , 待 浸 透 后 取出 ， 架 在 
电泳 支架 上 ， 方 向 与 第 一 次 电泳 方向 成 90", 平衡 区 分 钟 ， 通 电 
60 4} 4h (8 V/om), 

(7) 染色 .电泳 完毕 ， 取 下 薄膜 , 浸泡 于 染色 液 中 染色 30 分 
钟 , 然后 在 四 个 漂洗 盘 中 分 别 漂洗 10, 5, 15, 5 Hh, MKS RW 
染料 .再 将 薄膜 夹 在 干净 的 滤纸 中 , 吸 去 多 余 的 电泳 液 . 

【文献 】 


Hata, R., et al., Anal. Biochem., 52: 652~656 (1973). 


(HR) 

(ii) 糖 胺 聚 糖 (GAG) FE ZR Had Be PR HE AY HK 

在 乙酸 铜 电泳 液 中 ， 以 HA 作 标 准 ， 各 种 GAG 的 迁移 率 为 : 
HA, 1.00; HS, 1.48; DS, 1.57; O-4-S, 1.66; C-6-S, 1.68; 
KS, 1.86; Hp, 2.02, 

【试剂 】 

电泳 液 : 20g 乙酸 铀 ,100 mL 冰 乙 酸 ， 加 900 mL 去 离子 水 
(pH 3.1). 


R50 GAG 在 不 同 缓冲 体系 中 电泳 的 相对 挝 移 率 


电 泳 液 pH Hp C4S C6S DS HS\ KS HA GOS 

0.11:m0l/L ttt-0.47' 3.01.1 1.0 1.00 0.91 0.87 0.85 0.63 0.64 
mol/L 甲酸 
0.1 mol/L 磷酸 盐 6.71.1 1.0 1.00 1.0 0.86 0.772 0.68 0.72 
0.1 mol/L ZH 8.0 0.61 0.93 1.00 0.78 0.61 0.83 0.74 0.74 
0.1 mol/L 乙酸 铜 5.3 0.31* 1.1 1.00 0.94 0.709 1.22 0.438 0.76 
0.1 mol/L Awe 6.3 0.88* 0.97 1.00 0.84 0.76 0.93 0.68 0.74 
0.1 mol/L 乙酸 铀 256 DEBT. 2.0 7 DO RS,74 1.1 =e 
. ~ - = - ED 
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其 他 参见 GAG 双向 电泳 法 . 
【操作 】 


同 GAG 双向 电泳 法 ， 仅 有 如 下 改动 : 乙酸 纤维 素 膜 大 小 为 2 
”2x8cm?. 在 上 距 阴 极端 .5 om 处 点 样 , 注意 使 样品 均匀 分 布 在 点 


样 区 而 形成 具有 一 定 宽度 、 粗 细 均 匀 的 直线 。 电泳 条 件 为 0.4 
mA/om, 通电 80 分 钟 . 

【讨论 ]】 

GAG 乙酸 纤维 素 膜 电泳 方法 很 多 , Ze 50 列举 了 八 种 GAG 在 
6 种 缓冲 液 中 的 相对 迁移 率 . 

【文献 】 

Hronowski, L., Anal. Biochem, 98: 60 (1979). 
URE) 

(iii) HADKIE A & PPR EB (GAG) 相对 含量 的 测定 

GAG 经 乙酸 纤维 素 膜 电 泳 法 分 离 后 , 用 阿利 新 蓝 染 色 ， 可 生 
成 GAG- 阿 利 新 蓝 复 合 物 ， 该 复合 物 在 含有 0.094 mol/L 硫酸 的 
二 甲 基 亚 硕 溶 液 中 充分 分 解 ,并 具有 最 大 的 光 吸 收 . 

【试剂 】 

二 甲 亚 硕 (分 析 纯 ) 内 含 浓 硫酸 0.094 mol/L, 《其 他 参看 RM 
向 电泳 法 ) 

【操作 】 2 

(1) GAG 乙酸 纤维 素 膜 电泳 及 染色 方法 同 前 . 

(2) 将 染色 的 乙酸 纤维 素 膜 晒 干 后 , 把 着 色 的 各 条 GAG 区 带 
剪 下 , 并 在 染色 区 带 前 前 下 大 小 相同 的 一 条 空白 带 用 作对 照 . 
(8) 将 相应 的 膜 带 放 入 试管 中 ， 加 含 0.094 mol/L 硫酸 的 二 
甲 基 亚 硕 2 mL, 放 在 BTC 水 浴 中 30 分 钟 ， 充 分 震 摇 使 乙酸 纤维 
素 膜 溶解 , 冷却 后 ,于 677 nm 处 测定 光 吸 收 ， 

(ite) 

由 于 染色 本 底 的 在 在 ,作为 对 照 的 空白 区 带 应 与 染色 的 GAG 
区 带 大 小 相同 、 

【文献 】 
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Gold, W., Anal., Biochem. 99: 183~188 (1979). 
| (x] #%) 

(iv) 糖 胺 聚 糖 (GAOG) 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 

DAS Bel ioe BS FKL AR GE GAG 分 离 制备 和 鉴别 定量 方面 的 应 
用 于 近年 日 益 受 到 重视 , 随 着 新 的 电泳 缓冲 液 的 引入 , 特别 是 在 把 
有 关 工 具 酶 对 各 种 GAG 的 特异 降解 作用 和 各 种 GQAG Beth 
物 有 不 同 的 解 离 盐 浓 度 等 性 质 成 功 地 和 电泳 技术 结合 以 后 ， 大 大 
提高 了 蚂 脂 糖 电 泳 对 各 种 GAG 的 鉴别 能 力 , 并 扩大 了 它 的 应 用 范 
围 ， 此 处 介绍 的 方法 可 用 于 GAG 的 鉴别 或 制备 中 的 纯度 鉴定 . 

一 般 而 言 ，GAG 在 巴 比 妥 缓冲 液 中 相对 电泳 迁移 率 决 定 于 它 
们 的 电荷 密度 , 即 电荷 密度 愈 高 , 迁移 率 愈 大 ; 而 在 二 胺 类 组 冲 液 
AS PLB SRKT GAG 与 二 胺 类 相 结 合 的 程度 ， 除 透明 质 酸 
和 硫酸 角质 素 外 , 其 他 GAG 由 于 和 二 胺 化 合 物 发 生 静 电 结 合 引 起 
“ 表 观 ”电荷 密度 的 降低 而 使 电泳 迁移 率 降 低 ， 原 阴离子 密度 最 高 
的 肝素 ， 其 迁移 率 在 此 类 缓冲 液 中 最 低 . 硫酸 软骨 素 和 硫酸 皮肤 
素 电 荷 密度 相同 , 但 由 于 空间 结构 不 一 ， 而 影响 其 和 二 胺 类 结合 ， 
因此 在 二 胺 类 缓冲 液 中 的 电泳 迁移 率 也 不 同 ， 在 丙 二 胺 缓冲 液 中 
刺 参 粘 多 糖 的 泳 动 速度 最 慢 ， 而 在 全 二 胺 系统 中 肝素 和 刺 参 粘 多 
糖 则 不 发 生 泳 动 . 

【试剂 】 

BZ w 0.06mol/L (pH 8.5); 1 3- 两 二 胺 0.05mol/ 工 
(pH8.5); 1,10- 3% —} 0.08 mol/DGHI0.3); 十 六 烷 基 三 甲 基 
省 化 铵 溶液 0.1%; PARR RAR O.1% 〈 以 乙酸 :乙醇 ;水 =0.: 
5:5 配制 ); 脱色 液 ( 即 染色 液 的 空白 溶剂 ). 

【操作 】 

以 上 述 三 种 缓冲 液 配制 0.5% GRAB RRR, 65°C 水 浴 中 加 热 
至 溶 ， 取 4.5 mL 该 液 加 至 已 调 至 水 平 的 6x10 oem 玻璃 板 上 , = 
Ya PRE, BE (A106) 后 控 孔 加 样 . 加 样 量 工 微 升 含 2 一 4 
微克 (样品 及 标准 糖 胺 聚 糖分 别 以 不 同 缓冲 液 配制 样 液 , 各 样 液 中 
加 入 少量 甲 酚 红 作 示 踪 剂 )、 加 样 完 毕 , 将 板 两 端 以 粗布 或 数 层 厚 
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滤纸 与 电极 缓冲 液 相连 ， 国 定 电压 150V, 电泳 1.5~2.5 小 时 ， 
视 示 踪 剂 移动 3.5 om ( 巴 比 妥 缓冲 液 ) 或 4.5 om (二 胺 系统 ) 时 停 
止 通电 . 

。 电泳 结束 后 , 将 凝 胶 板 置 于 十 六 烷 基 溴 化 铵 液 中 工 小 时 (最 好 
保持 25s0 左右 ) ， 取 出 后 测定 标准 GAG 及 样品 的 白色 斑点 位 置 . 
以 干燥 滤纸 铺盖 于 凝 胶 上 小 心 轻 压 脱 水 数 次 ， 在 80°C 烤箱 中 王 
燥 ， 冷 却 后 将 干 板 置 于 甲苯 腕 蓝 液 中 染色 10 分 钟 , 以 脱色 液 漂洗 
至 背景 无 色 为 止 (时 间 宜 短 ). 

【讨论 】 

(1) 在 巴 比 妥 缓冲 液 中 , GAG 的 相对 电泳 迁移 率 顺序 如 下 ; 
肝素 、 刺 参 粘 多 糖 > 之 4 -硫酸 软骨 素 、6- 硫 酸软 骨 素 、 硫 酸 皮肤 素 > 
硫酸 乙酰 肝素 > 硫酸 角质 素 > 透 明 质 酸 ; 在 两 二 胶 缓 冲 液 中 , 4 
硫酸 软骨 素 、6- 硫 酸软 骨 素 > 硫酸 皮肤 素 、 硫 酸 角质 素 > 透 明 质 
酸 、 硫 酸 乙酰 肝素 > 肝素 > 刺 参 粘 多 糖 ; 在 癸 二 胶 系 统 中 , 4 硫酸 
软骨 素 .6- 硫 酸软 骨 素 > 硫酸 皮肤 素 > 硫 酸 乙酰 肝素 > 硫酸 角质 
素 、 肝 素 、 刺 参 粘 多 糖 ， 其 中 硫酸 角质 素 、 肝 素 和 和 刺 参 粘 多 糖 保留 
在 原点 不 动 .由 上 述 结 果 可 见 ， 通 过 三 种 缓冲 系统 可 鉴别 大 多 数 
WR Be SHE, 但 4 硫酸 软骨 素 和 6- 硫 酸软 骨 素 仍 无 法 使 用 本 法 鉴别 . 

(2) 凝 胶 板 以 十 六 烷 基 三 甲 基 溴 化 铵 溶液 固定 后 各 种 GAG 
均 星 白色 斑点 。 经 干燥 染色 即 呈 蓝 色 或 紫色 斑点 。 其 中 透明 质 酸 
在 脱色 时 斑点 消失 ， 各 种 单 硫酸 GAG 呈 蓝 色 ， 而 肝素 及 刺 参 粘 多 
糖 呈 红 紫 色 ， 

(3) 丙 二 胺 缓冲 液 可 用 乙 二 胺 或 已 二 胺 代替 ， 所 得 电泳 图 谐 
中 各 GAG 的 相对 迁移 率 仍 保持 同一 趋势 . 

(4) 最 近 Biachini 建立 一 种 不 连续 琼脂 糖 电 泳 新 方法 .即将 
GAG 样品 先后 在 乙酸 饥 缓 冲 液 (0.04mol/E, p 了 5.8) 和 丙 二 胺 
缓冲 液 (0.05 mol/L, pH 9.0) 中 进行 单 向 电泳 ， 此 时 可 将 肝素 进 
一 步 分 成 快速 (E) .中 速 (D) 和 慢 速 (8) = OE, 其 中 硫酸 类 肝素 和 
肝素 (了 ) RRR, 另外 作者 提出 的 双向 电泳 法 ， 即 以 巴 比 妥 组 
冲 液 作 第 一 向 电泳 , 又 以 先后 进行 的 乙酸 饥 缓 冲 液 . 丙 二 胺 缓冲 液 
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的 不 连续 电泳 作 第 二 向 电泳 , 可 将 各 种 GAG 完全 分 离 . 
【文献 】 


Dietrich, C. P., et al., J. Chromatogr. 130: 299 (1977). 
Biachini, P., et al., Ibid, 196: 455 (1980). 


(#2%) 

2. tk Ki (GAG) 各 组 分 的 本 

阿利 新 蓝 法 测定 糖 胺 聚 糖 (GAG) 总 

GAG 与 阿利 新 蓝 可 以 迅速 生成 可 溶性 的 | GAG- 阿 利 新 蓝 复 
合 物 .由 于 GAG- 阿 利 新 蓝 复 合 物 与 阿利 新 蓝 具 有 不 同 的 光 吸 
BL, 可 用 比 色 法 测 出 GAG- 阿 利 新 蓝 复合 物 的 含量 , 从 而 得 知 GAG 
的 含量 . 

【试剂 】 

阿利 新 蓝 8GX 染 液 ， 将 阿利 新 蓝 8GX He 1.4 me/mL(W/ 
六 溶解 于 0.5 mol/L 乙酸 钠 溶液 中 (用 前 临时 配制 ) 

GAG 标准 液 : 包括 HA、DS、HS、Hp、O-4-S8、O-6-S_KS8 
的 标准 液 ， 当 粗 略 了 解 样品 中 各 种 GAG 的 相对 含量 时 ,应 按 比 便 
配制 CAG 标准 液 ; 车 样品 中 各 种 GAG 相对 含量 为 未 知 或 GAG 标 
准 品 不 全 时 , 可 用 OS 做 标准 配制 标准 液 . 

【操作 】 

C1) 绘制 标准 曲线 : 于 试管 中 分 别 加 入 0.1 mL 含 10.20 40. 
60 ug 的 GAG 标准 液 ， 空 白 对 照管 中 加 0.1mL 去 离子 水 ， 准确 
加 入 工 .5 mL 阿利 新 蓝 染 液 ， 混 匀 ，10 分 钟 后 ,用 0.5em 厚度 比 
色 杯 ,于 480 nm 比 色 测定 , 绘制 标准 曲线 . 

(2) 样品 中 GAG 总 量 的 测定 : 方法 同 “ 绘 制 标准 曲线 2， 仅 将 
GAG 标准 液 0.1mz 改 为 样品 液 0.1mzL 即 可 ， 通 过 标准 曲线 求 
出 样品 中 GAG 的 含量 . 

_ 【讨论 】 

1) 本 法 较 糖 醛 酸 法 及 已 糖 胺 法 简便 、 迅 速 ， 使 用 样品 量 少 : 
仅 为 0.1mL, 4i0ug. WAT MRR GAG 含量 的 测定 . 

(2) GAG 与 染料 可 于 后 分 钟 内 反应 完毕 ，60 分 钟 后 ， GAG- 
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染料 复合 物 生 成 沉淀 , 将 影响 测定 结果 , 因此 ， 必 须 在 混合 后 10~ 
30 分 钟 内 比 色 完毕 . | 
(3) 染料 溶液 能 将 玻璃 器 秋 染 上 蓝 色 , 可 用 浓 硫 酸 洗 掉 . 
CUR) 

(ii) BPR A 

GAG 中 已 糖 胺 须 先 行 酸 水 解 成 单 糖 后 , 在 碱 性 条 件 下 与 乙酰 
丙酮 (2,， 生 二 酮 ) 反应 形成 生 色 原 ， 后 者 在 酸性 反应 液 中 与 对 二 甲 
氨基 茉 甲醛 呈 色 ， 呈 色 反 应 与 己 糖 胺 含量 成 线性 关系 .如 在 80~ 
— 100°C 下 , 葡萄 糖 胺 和 半 乳 糖 腕 皆 与 乙酰 丙酮 反应 形成 生 色 原 ， 而 
在 0°O 下 , 仅 半 乳糖 胺 发 生 反应 . 根据 样品 中 已 糖 胺 在 两 种 条 件 
下 显 色 能 力 的 比较 , 即 可 鉴别 己 糖 胺 . 

【试剂 

乙酰 丙酮 试 液 (A): 量 取 0.3mL 乙酰 丙酮 于 10mL0.7mol/ 
工 碳酸 钠 中 , 另 以 固体 碳酸 钠 调 上 述 溶 液 pb 互 至 9.8. 

乙酰 丙酮 试 液 (B): 量 取 1 mL 乙酰 丙酮 试 液 党 于 24 mL 0.5 
mol/L 碳酸 钠 中 . 

对 二 甲 氨基 苯 甲 醛 试 液 , 取 对 二 甲 氨基 苯 甲 醛 0.8 克 深 于 30 
mL1:1 乙醇 - 浓 盐 酸 混合 液 中 ， 

ERR RRL HS A 

盐酸 葡萄 糖 胺 与 盐酸 半 乳 糖 胺 贮备 液 1mg/mL, 标准 溶液 
50 /wwg/m 工 . 

【操作 和】 

(1) 己 糖 胺 的 鉴别 : 

精 取 样品 加 适量 4 mol/L 盐酸 使 成 8 mg/mL, HWA PT 
100°C 烘箱 中 水 解 芭 小 时 ， 取 0.75mrL 稀释 至 10 mL (此 时 盐酸 
浓度 为 0.3 mol/L), 

低温 乙酰 丙酮 反应 ， 取 0.5mL 上 述 样品 水 解 稀释 液 ( 售 已 糖 
胺 量 200 pe) 置 于 冰冷 却 的 带 塞 试管 中 , EIA L mL 乙酰 丙酮 
试 液 (A)， 放 置 18 小 时 . 冷冻 下 ， 加 入 10 mL 90% 乙醇 和 十 mL 
对 二 甲 氨 基 葵 甲醛 ， 边 加 边 摇 ， 先 在 60°C 下 保温 30 分 钟 ， 后 在 
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20~25°C 冷却 二 小 时 后 , 测 光 吸收 (530 nm) 为 AL, 

高 温 乙 柄 丙酮 反应 ， 取 0.5mL 上 述 样品 水 解 稀释 液 手 带 塞 
试管 中 ,在 80°C 水 浴 中 保温 工 小 时 , 又 在 20~25°C 水浴 中 冷却 5 
分 钟 ， 加 入 10 mLL 90% CRA 1 ML 对 二 甲 氨基 葵 甲 醛 试 液 , 振 
摇 , 荆 小 时 后 测 光 吸收 (530 nm) 为 AH, 

AH/AL~1, A-6 FL PRK. 
AH/AL>1, 为 葡萄 糖 胺 
(2) CRRA SW =: 


标准 曲线 绘制 : AARC REAM (50 we/mL)0, 0.5, 


1.0,1.5,2.0mL 于 带 塞 试管 中 ， 各 加 水 至 5mL, Ii mL ZH 
丙酮 试 液 (B)， 置 沸水 浴 中 25 分 钟 , 用 冰 迅 速 冷 却 后 ; 各 管 加 无 水 
乙醇 3mL Xf HA ASEAE A RE 1 mL, GRATER, 20~25°C 下 放 
置 1 小 时 ,以 0mL 管 为 空白 , 测 光 吸收 (530 nm), 

样品 测定 : 取样 品 2mg 左右 , 置 10 mL 容量 瓶 中 , 加 :6 mol/L 
盐酸 工 .5 mL， 沸 水 浴 中 水 解 工 小 时 , 冷却 后 用 氢 氧 化 钠 中 和 至 中 
性 , 用 水 稀释 至 刻度 . 取 2 mL 样 液 ,加 水 至 5 mL, 余 按 标准 曲线 
绘制 法 测定 光 吸 收 值 , 并 通过 标准 曲线 求 出 样品 中 己 糖 胺 含量 . 

【讨论 】 

(1) MAA, 以 Elson—Morgan 反应 为 基础 的 各 种 GAG 中 
己 糖 胺 的 含量 测定 并 非 定量 完成 。 问 题 在 于 酸 水 解 一 步 。 由 于 
CAG 中 与 己 糖 胺 (多 数 为 N- 乙 酰 化 已 糖 胺 ) 相连 结 的 葡萄 醛 酸 糖 
苷 键 对 酸 水 解 十 分 稳定 , 特别 象 肝素 分 子 中 N- 硫 酸 基因 对 酸 极 不 
稳定 而 易 脱 落 ， 结 果 使 邻近 的 葡萄 糖 胺 糖苷 键 由 于 游离 氨基 的 质 
子 化 而 进一步 对 酸 水 解 稳 定 , 造成 水 解 不 全 , 为 此 不 得 不 提高 催化 
GAG 水 解 的 酸 浓度 , 结果 发 生 己 糖 胺 的 部 分 破坏 , 使 测定 值 俩 低 . 
根据 我 们 对 不 同 酸 水 解 条 件 下 标准 己 糖 胺 的 稳定 性 观察 以 及 同一 
GAG 在 不 同 条 件 下 已 糖 胺 回收 实验 ， 认 为 6 mol/L 盐酸 ,沸水 浴 


中 水 解 工 小 时 , 聚 糖 中 的 己 糖 胺 回收 率 最 高 , 而 此 时 标准 已 糖 胺 的 


破坏 率 又 相对 地 最 低 ( 约 5%). tk UE Bhargava R fA 6 mol/L sh 
酸 95°C 水 解 肝 素 测定 葡萄 糖 胺 含量 时 给 与 测 得 值 以 了 2 多 补偿 水 
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PEAKE, 我 们 认为 不 论 校正 与 否 ,每 个 实验 室 为 测定 已 
糖 胺 含量 制订 水 解 的 标准 条 件 看 来 是 十 分 必要 的 。 

(2) 据 Wagner 最 近 报 告 ， 鉴 别 GAG 中 己 糖 胺 的 低温 Z BE 
丙酮 反应 可 改 用 25°C 保温 2 小 时 以 代替 原 法 中 0"0 18 小 时 。 尽 
管 此 时 半 乳 糖 胺 呈 色 率 ( 即 反应 灵敏 度 ) 较 原 法 为 低 ， 但 葡萄 糖 胺 
仍 保持 其 对 乙 栈 化 反应 的 惰性 。 

[文献 】 


Rondle, C. J. M., et al., Biochem. J. 61: 586(1955) . 
Wagner, W. D., Anal. Biochem. $4:394 (1979). 
Iudoweig, J., et al., Anal. Biochem. 19: 80 (1967). 


. (#49) 
Gil) 已 糖 醛 酸 的 测定 


各 种 GAG RRMA RB, HA OEM. 其 中 ,硫酸 皮肤 
素 和 肝素 分 子 中 所 含 已 糖 醛 酸 主 要 为 艾 杜 糖 醛 酸 ; 硫酸 乙酰 肝素 
中 含 部 分 艾 杜 糖 醋酸 ; 其 他 GAG 则 仅 含 葡萄 糖 醛 酸 。 由 于 缺乏 艾 
杜 糖 醛 酸 作 标 准 ,一般 以 葡萄 糖 醛 酸 作 参 比 ， 测 定 己 糖 醛 酸 所 用 . 
方法 , 包括 味 唑 (carbazole) 法 和 地 衣 酚 (oreinol) 法, HRW AOE 
理 在 于 样品 中 的 已 糖 醛 酸 在 浓 硫 酸 作用 下 形成 生 色 原 ， 后 者 定量 
地 与 味 唑 星 色 . 地 衣 酚 法 中 ,样品 所 含 的 已 糖 醛 酸 经 反应 液 中 盐 
酸 作用 优先 脱羧 , 生成 和 戊 糖 一 致 的 生 色 原 , 后 者 定量 地 与 地 衣 酚 
Bf HF GAG 中 己 糖 醋酸 的 种 类 及 糖 背 键 连接 方式 不 一 , 结果 
对 两 种 显 色 反 应 的 灵敏 度 不 同 ， 从 而 成 为 鉴别 已 糖 醛 酸 的 C/O 比 
值 测定 法 的 基础 ， 

A. 咱 唑 法 

【试剂 】 

MM, 0.1% EMER (50 mg 味 唑 溶 于 50mL95% 乙醇 )， 
葡萄 糖 醋酸 贮备 液 1mg/mL， 葡 萄 糖 醛 酸 标 准 溶液 100 wg/mL， 

【操作 】 

人 标准 曲线 绘制 ， 精确 吸取 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 
mL 葡萄 糖 醛 酸 标准 溶液 于 带 塞 试管 中 , 各 管 加 水 至 1 mL, 在 次 
水 浴 中 向 各 管 加 入 6 mL 浓 硫 酸 ， 摇 匀 后 ， 改 在 85°C 水 浴 中 保持 
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20 分 钟 ,取出 后 冷 至 室温 . 各 管 加 0.2 mL 味 唑 液 ,在 室温 下 保持 
2 小 时 , 测定 光 吸 收 \530 nm) , 以 浓度 对 光 吸 收 作 标 准 曲 线 . 

(2) 样品 测定 : 取 工 mL 样品 溶液 (内 含 相当 这 0.2 wmol/L 
CHER) 于 带 塞 试管 中 ,在 冰 水 浴 冷 却 下 加 6zmL RRR, 余 同 
标准 曲线 制备 操作 。 由 所 测 光 吸收 值 通过 标准 曲线 求 出 相当 葡萄 
糖 醛 酸 量 . 

【讨论 】 

(本 法 特异 性 高 ， 对 GAG 终 需 预先 处 理 即 可 与 硫酸 反应 
MAM MS, 务必 摇 久 ， 硫 酸 的 质量 对 测定 的 成 败 关 系 重 大 , 如 试 
剂 级 硫酸 中 含有 某 些 金属 离子 及 氧化 剂 ( 如 氯 ) 即 产生 异常 的 绿色 
反应 而 使 实验 失败 , 此 情况 极为 多 见 , 为 此 应 经 仔细 选择 , 保留 某 
一 批号 硫酸 供 本 测定 专用 . 

(2) 味 唑 溶液 宜 新 鲜 配 制 . 

(3) Bitter-Muirz 的 改进 法 * 除 缩短 反应 时 间 外 还 提高 了 反应 
的 灵敏 度 , 但 由 于 本 法 对 艾 杜 糖 醛 酸 呈 色 率 提高 更 显著 , 对 于 鉴别 
己 糖 醛 酸 的 C/O 测定 反而 不 利 。 

B. 地 衣 酚 法 

Cit) 

WRG AM, 400 mg wR T 155 mL 浓 盐 酸 中 , 另 加 45 
mL 0.33% 三 氯 化 铁 的 0.01 mol/L 盐酸 , 临 用 前 配制 ; 葡萄 糖 
醛 酸 贮 备 液 1mg/mL; 葡萄 糖 醋酸 标准 溶液 50 ug/mL, 

* 了 Bitter-Muir 改进 法 如 下 : 

[试剂 ] 

0.025 mol/L NaB,O;-10H,O 浓 琉 酸 试 液 ， 荷 萄 糖 醛 酸 内 酯 标准 溶液 40ug/mT， 
用 苯 甲 酸 饱和 水 溶液 配制 ; 0.12590 味 唑 无 水 乙醇 液 。 

[操作 ] 

(1) 分 别 取 40 we/mz 浓度 的 标准 葡萄 糖 醛 酸 内 酯 溶液 0.3~1.0mL, 加 水 至 
1mD。 在 冷却 的 条 件 下 缓慢 加 入 5 mL 确 砂 硫酸 试 液 ， 边 加 边 摇 , 使 反应 液 温 度 不 超 
过 室温 。 后 在 沸水 浴 中 加 热 10 分 钟 , 取出 后 冷却 至 室温 ,加 0.2 mL 味 唑 试 液 ， 摇 匀 ， 
于 沸水 浴 中 加 热 15 分 钟 ,冷却 后 测 OD 值 530 nm, 绘制 标准 曲线 。 

(2) 取 1mE 样品 溶液 ， 余 同 标 准 曲线 制备 操作 。 由 所 测 得 OD 值 通 过 标准 曲线 
求 出 样品 中 葡萄 糖 醛 酸 含量 。 
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【操作 】 

(1) 标准 曲线 制备 : O~0.5 mL (4K 0.1 mL 递 升 ) 于 带 塞 试 
管 中 , SAKE AR Ll mL, 另外 加 3 mL HABA, FE 
沸水 浴 加 热 90 分 钟 , WS, 测定 660 nm 光 吸 收 , 以 浓度 对 光 吸 收 
做 标准 曲线 . 

(2) 样品 测定 : 样品 溶液 配制 ， 使 每 毫升 溶液 中 含 相 当 0.1A 
mol/ 工 己 糖 醛 酸 的 样品 ， 余 操作 同 标准 曲线 制备 . 通过 标准 曲线 
求 得 己 糖 醛 酸 的 含量 . 

【讨论 ]】 

— 0) GAC 组 成 中 的 氨基 已 糖 对 于 本 反应 无 干扰 ， 若 含 中 人 性 
己 糖 , 则 反应 后 呈 棕 色 , 这 一 现象 发 生 于 硫酸 角质 素 鉴别 试验 中 。 

(2) 岩 藻 糖 的 干扰 可 以 忽略 . 如 有 的 GAG 中 该 糖 含量 高 时 
(如 刺 参 粘 多 糖 ) 应 以 相应 量 的 岩 藻 糖 作对 照 ， 求 出 光 琢 收 扣除 校 
正 。 

(3) 己 糖 醛 酸 鉴别 的 Q/O 比 值 测定 : 各 种 GAG 样品 通过 嗅 唑 
法 和 地 衣 酚 法 测定 ， 即 可 分 别 求 出 其 中 己 糖 醛 酸 相当 于 葡萄 糖 醚 
酸 的 含量 ， 以 g 代表 吃 唑 法 测 得 值 ， 以 O 表示 地 衣 酚 法 测 得 值 . 
9/O 比 值 很 易 求 得 HPCE RE EE Ow Be 
糖 醛 酸 的 25~35% ， 而 在 地 衣 酚 反应 中 呈 色 约 比 葡 萄 糖 醛 酸 高 
芋 多 , 故 组 成 中 糖 醛 酸 以 艾 杜 糖 醛 酸 为 主 的 硫酸 皮肤 素 的 C/O 值 
在 0.3 左 右 ; 而 组 成 中 糖 醛 酸 为 葡萄 糖 醛 酸 的 各 种 GAG 的 Q/O 值 
Al. 肝素 中 己 糖 醛 酸 主要 为 艾 杜 糖 醛 酸 ,但 0/0 比值 在 2 以 上 ， 
其 原因 尚 不 清楚 。 由 于 各 实验 室 采用 地 衣 酚 法 沸水 浴 加 热 时 间 不 
一 (20.40 和 90 分 钟 )， 各 类 GAG 的 C/O 比值 会 有 所 变动 ， 但 趋 
势 不 变 . 

【文献 】 


Kinoshita, T. et al., J. Biochem. 77: 399 (1975). 
Dische, Z., J. Biol. Chem. 167: 189 (1947). 
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除 透 明 质 酸 和 软骨 素 外 , 其 他 GAG AT PAA GRE, 两 种 
硫酸 软骨 素 、 硫 酸 皮肤 素 、 硫 酸 角质 素 及 刺 参 粘 多 糖 含 O- 硫 酸 基 ; 
肝素 、 硫 酸 乙 酰 肝素 则 含 O- 硫 酸 基 和 -硫酸 基 .， 两 种 硫酸 基 比 
值 随 来 源 而 异 . 利用 盐酸 水 解法 ， 两 种 硫酸 基 都 可 与 无 机 饥 离 子 
反应 并 在 含 明 胶 的 洲 液 中 保持 悬 浊 状 态 ， 比 浊 测 定 表 明 此 巧 浊 液 
的 光 吸 收 与 硫酸 基 呈 线性 关系 ,由 此 测 得 总 硫酸 基 含 量 . 又 利用 
亚 硝 酸 可 以 水 解 GAG 的 N- 硫 酸 基 , 生成 物 脱 硫酸 氮 基 已 糖 基 , 在 
亚 硝 酸 作 用 下 进一步 降解 转化 为 2，5 脱 水 甘露 糖 , eS 
酸 试剂 生成 有 色 化 合 物 而 定量 . 由 总 硫酸 基 人 含量 减 去 -硫酸 基 
部 分 即 为 O- 硫 酸 基 含 量 . 

A. 总 硫酸 基 测 定 

【试剂 】 

1 mol/L HC], 

AUCH BA, 将 工 .5 克明 胶 深 于 300 mL KH (CF 60~ 
70°C Bayes), B4°C 过 夜 , 取 2 克 毛 化 饥 深 于 200mL 上 述 深 液 中 ， 
it 2~3 小 时 , 如 有 沉淀 , 离心 除去 ,4 C 冷藏 ,一 周 内 使 用 . 

明胶 试 液 ， 即 配 氧化 饥 - 明 胶 试 液 余下 的 100mL0.5% 明胶 
水 液 , 冷藏 备用 . 

38% 三 氯 乙酸 试 液 . 

标准 硫酸 基 溶 液 : 硫酸 钾 在 105~110°C 干燥 恒 重 。 精 确 称 取 
543.5mg, $F 100 mL 容量 瓶 中 , 1 mol/L HOl 至 刻度 , 取出 
5mLF2mLABAH, Wi mol/L HOl HRAASE (600 ue/ 
mL), ° 

【操作 】 

(1) 标准 曲线 制备 ;精确 吸取 O~0.2 mL 标准 溶液 ( 按 0.04 
mL 递 升 ) 于 带 塞 试 管 中 , 各 管 以 1mol/ 工 互 O1 补 加 至 总 体积 0.2 
mTI， 另 加 入 3.8mL39% =AZCRAI1 mL 氯 化 饥 - 明 胶 试 液 ， 混 
合 后 在 室温 下 静 置 15~20 分 钟 , 测定 (3860 nm) 光 吸 收 , 以 0 管 作 
对 照 , 得 Ai 另 以 同样 标准 溶液 系列 ， 唯 以 明胶 试 液 代 蔡 氯 化 饥 - 
明胶 试 液 ， 以 0 管 作对 照 ， 测定 光 吸 收 (360 nm) ? 得 As, 以 A,-A; 
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对 硫酸 基 浓 度 作 标准 曲线 ， 

(2) 样品 测定 : 精确 称 量 样品 , 以 mol/L HO! 作 溶剂 ,配制 
1.5 mg/mL 样品 液 , 封闭 管 在 10"0 PIMA ans 小 时 ， 冷 却 后 吸 
取 0.2 mL 进行 分 析 , 余 操 作 同 标准 曲线 制 答 ， 

B，N- 硫 酸 基 的 测定 

【试剂 

5% 亚 硝酸 钠 ， 新 鲜 配 制 ; 338% 乙酸 : 1 HU 乙酸 加 2 份 水 ; 
12.5% BILD, 5% 盐酸 : 工 份 盐酸 与 ， 份 水 混合 ; 1% Mal 
乙醇 溶液 ; 新 鲜 配 制 . 

葡萄 糖 胺 标准 溶液 : 取 10.77 mg 未 酸 葡 萄 糖 胶 深 于 100 mL 
水 中 , 用 前 配制 . 

【操作 】 

(1) 标准 曲线 制备 ， 取 葡萄 糖 胺 标准 溶液 O~0.25 mL ( 按 
0.025 mL 递 升 ) 于 带 塞 试管 中 , 加 水 使 各 管 总 体积 达 0 .2 mL, 4k 
加 0.25 mL 亚 硝酸 钠 试 液 并 混合 ， 另 加 0.25 mL 乙酸 试 液 ， 4) 
后 在 20~25°O FR #¥ 90 5h Bh CA Ba 15 分 钟 振 摇 一 次 )。 加 入 
0.25 mL AaB RW, HL, 20 ~25°O 下 保温 30 分 钟 ， 再 加 
2 mL th @iRW Al O.1 mL PRAM, IA, Mae, 在 沸水 浴 上 加 热 
5 分钟, 加工 mL 乙醇 ,立即 混合 , 以 试剂 空白 作对 四 ， 测定 光 吸 收 
(492 nm), 

(2) PEWS, 吸取 3 mg/10 mL 样品 溶液 0. 驾 mL 于 带 塞 
试管 中 ， 余 操作 同 标准 曲线 制备 . 根据 所 测 光 吸 收 从 标准 曲线 求 
出 N- 硫 酸 基 含 量 . 

【讨论 】 

(1) AYE Me GAG 中 2_N- 硫 酸 基 -2- 去 氧 -已 糖 胺 的 定量 
方法 . 含 2-N- 乙 酰基 -2- 去 氧 己 糖 胺 及 -O- 硫 酸化 糖 基 的 GAG Fy 
不 呈 色 . 

(2) DNA (去 氧 核 糖 核酸 ) 可 引起 干扰 ， 其 呈 色 率 约 为 肝素 的 
三 分 之 一 ， 因此 测试 样品 应 预先 通过 测定 260 nm 处 有 无 特征 吸 
收 查 DNA，DNA 的 影响 也 可 通过 未 经 亚 硝酸 降解 反应 ( 免 去 交 
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亚 硝 酸 钠 即 可 ) 的 聚 糖 溶液 直接 显 色 所 得 光 吸 收 值 进 行 校正 . 

【文献 】 

Dodgson, K.S., et al., Biochem. J. 84: 106 (1962). | 
Lagunoff, D., et al., Arch. Biochem.Biophys. 99: 396 (1962). J 
e259) 

(Vv) 己 糖 和 6- 去 氧 己 糖 的 测定 

半 弛 糖 和 岩 治 糖分 别 是 构成 硫酸 角质 素 和 刺 参 粘 之 糖 的 主要 
糖 基 之 一 ， 岩 藻 糖 也 是 硫酸 角质 素 糖 链 中 的 一 种 微量 成 分 . 

GAG 中 己 糖 在 硫酸 存在 下 ,可 与 地 衣 酚 反应 定量 生成 红色 统 
合 物 , 此 反应 不 受 GAG 中 其 他 糖 基 Aa RD TR. Zee 
的 6- 去 氧 己 糖 在 浓 硫 酸 存 在 下 和 盐酸 半 胱 氨 酸 反应 生成 在 396 
nm 处 有 最 大 吸收 的 化 合 物 . 为 了 消除 中 性 己 糖 的 干扰 反应 ， 利 
用 己 糖 生成 物 在 396 nm 和 427 nm 两 波长 吸收 相等 ， 而 6- 脱 氧 
己 糖 在 427 nm 处 无 吸收 ， 且 其 浓度 和 4aee 一 4ssr 差 值 成 正比 ， 从 
而 消除 了 中 人 性 己 粮 的 影响 . 

A. 己 糖 的 含量 测定 

【试剂 】 

60% 硫酸 : 在 搅拌 下 将 300mL 硫酸 级 级 加 到 200 mL AR 
CUA UKY AN), 为 A 液 ; 

1.6% 地 衣 酚 水 液 为 卫 液 ; 

地 衣 酚 -硫酸 试 液 : 7.5 份 A 液 与 1 份 卫 液 相 混 , 用 前 配制 . 

半 乳 糖 标准 溶液 : 称 取 836 mg 半 乳 糖 溶 于 100mL 水 中 (2 
pmol/L), FARAH. 

【操作 】 

(1) 标准 曲线 制备 : 取 0 一 0.4 mL 标准 溶液 ( 按 0.04mL 递 
升 ) 于 带 塞 试 管 中 , 各 管 加 水 使 总 体积 至 0.4mTL, 另 加 3.4mL 地 
衣 酚 -硫酸 试 液 ，80"C 水 浴 加 热 15 分 钟 ， 冷 却 后 以 试剂 空 自作 对 
照 , 测 读 光 吸收 (565 nm)， 按 浓度 对 光 吸 收 作 标 准 曲线 . 

(2) 样品 测定 : 取 0.4mL 样品 溶液 (内 含 相 当 工 毫克 分 子 半 
乳糖 )， 加 3.4 mL 地 衣 酚 -硫酸 试 液 ， 余 操作 同 标准 曲线 制备 , 碍 
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标准 曲线 求 出 含量 . 

【讨论 】 

1) 己 糖 胺 或 己 糖 醛 酸 对 本 反应 无 干扰 ， 然 本 法 对 各 种 中 性 
己 糖 都 能 呈 色 ， 唯 不 同 己 糖 的 克 分 子 消光 系数 不 一 ， 所 以 本 法 只 
适用 于 已 确认 半 和 乳糖 且 无 其 他 已 糖 的 定量 测定 ， 

(2) 半 乳 糖 氧 化 酶 法 是 特异 性 高 的 半 乳 糖 定量 方法 ， 然 样品 
先 需 进行 酸 水 解 ( 深 于 革 mol/ 工 盐酸 中 ， 圭 闭 管 在 沸水 洽 中 加 热 
3 小 时 ) 后 方 能 测定 . 

， 卫 . 6- 去 氧 己 糖 的 含量 测定 

【试剂 】 

硫酸 试 液 ，6 份 硫酸 缓 缓 加 入 工 份 水 中 , 4°C 贮存 备用 ; 3% 
盐酸 半 胱 氮 酸 试 液 ， 临 用 前 配制 . 岩 泛 糖 标准 溶液 ，20 wg/ mL. 

【操作 ]】 

(1) 标准 曲线 制备 取 O~1 mL 标准 溶液 ( 按 0.1mDL 递 升 ) 
于 带 塞 试 管 中 , 各 管 加 水 使 总 体积 至 工 mL， 在 冰 浴 冷却 下 ， 加 入 
4.5mL 硫酸 试 液 , HA, CE 20~22°C kis PREM Ba, INE, 
# 100°C 7K PIM 3 分 钟 ， 取 出 后 用 流动 水 冷却 . 各 管 再 加 入 
0.1mL3% 盐酸 半 胱 氨 酸 试 液 , 加 完 后 立即 混 义 , 放 87°C 水 浴 中 
保温 工 .5 小 时 ， 放 置 室温 后 ， 以 试剂 空白 作对 照 测定 396 nm 和 
427 nm 处 光 吸 收 值 , 由 4ses 一 44ar 差 对 岩 藻 糖 浓度 作 图 . 

《2) 样品 测定 : 取 工 mL 样品 溶液 (内 含 相 当 0.1m mol oe 
糖 ) 于 囊 塞 试管 中 , 在 冰 水 浴 冷 却 下 , 加 入 4.5 mL 硫酸 液 ， 余 操作 
同 标准 曲线 制备 , 查 标准 曲线 求 出 含量 . 

【文献 】 
Dische, Z.， et al., J. Biol. Chem. 175: 595 (1948). 
(ARF) 
(=) Fah hap SB Ree (PG) 的 研究 方法 
体外 细胞 培养 系统 是 研究 组 织 中 蛋白 聚 糖 的 生物 合成 及 降解 
的 有 力 工 具 . 本 节 例 举 培养 的 猴 主 动脉 平滑 肌 细 胞 合成 的 蛋白 聚 
PARK WITS IMU GEA, BAAR BE (PG) AUB Hie FE Ht (GAG) 
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培养 液 或 细胞 中 标记 大 分 子 的 盐酸 了 肌 提 取 液 
| Sephadex G-50 柱 
Y 
排 阻 部 分 进入 部 分 
含有 了 PGL[ 培 、 排 ] 或 PG[ 胞 、 排 ] 
| DEAE-Sephacel 柱 


y y y 
a 峰 b re C “ 
用 于 测 硫酸 PGI PELs) 
乙酰 肝素 | Sepharose CL-4B # 


排 阻 部 分 进入 部 分 
PG[ 培 ` 排 ] 或 PG[ 胞 、 排 ] PG[ 培 , 进 ] 或 PG[ 胞 、 进 ] 
OBE } | OH-/BH, : 

/ Sepharose : | Beishitrosd 


GAG-I 6B GAG-II GAGIIIT 6B  GAGIV 

图 83 BA REPO) RARER GAD HT BNSEREA 
的 分 离 和 鉴定 方法 分 成 六 个 实验 方法 来 叙述 ， 前 后 有 一 定 的 联系 
(图 83). 
1. 细胞 培养 和 标记 腹 白 聚 糖 (PG) 的 提取 

1954 年 首次 用 裂解 提取 法 ( 即 在 水 或 低 浓 度 盐 溶液 中 高 速 匀 
浆 提取 ), 并 发 现 蛋白 聚 糖 与 糖 胺 聚 糖 (GAG) A, 及 至 1969 年 用 
解 聚 提取 法 (不 用 匀 浆 仅 用 高 浓度 的 盐 溶液 即 可 由 软骨 薄片 中 提 
取 ) 可 有 效 地 提取 软骨 中 的 PG， 提 取 效 率 与 使 PG 解 聚 的 能 力 有 
%. ARR RA 4 mol/L ERMMARM ALA 8 mol/L RF 
溶液 ) 做 为 解 聚 提 取 液 , A HE A AE RKAF HSE 


键 断 开 , 提取 物 为 蛋白 聚 糖 的 单 体 .有 时 为 提取 结合 在 膜 上 或 细胞 


内 的 PG, 须 加 入 去 污 剂 如 Triton X-_100、 脱 氧 胆 酸 或 OHAPS(3- 
[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-{1-propane sulfonate) 
等 ， 提 取 液 中 还 常 加 入 蛋白 酶 抑制 剂 , 常用 的 提取 液 含 有 4mol/ 工 


th, 0.1mol/ 工 6- 氨基 已 酸 , 0.01mol/ 工 EDTA-Naa, 0.05. 


mol/L Ze, 1m mol/L 4H PKERME, 1 mmol/L A IE HH 
了 酰 氟 , 10m mol/L N- 乙 基 马 来 酰 亚 胺 等 .以 乙酸 调 pPHA6.0. 这 
一 p 互 比 酸 性 蛋白 酶 的 最 适 pH 高 而 又 比 中 性 蛋白 酶 的 最 适 了 瓦 
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低调 时 根据 实验 需要 也 可 用 含有 和 蛋白酶 抑制 剂 的 0.5mol/ 工 盐 
酸 肌 (聚合 提取 液 ) 提 取 ， 提 取 物 为 PG 的 聚合 体 ， 如 此 提取 出 的 
PG 经 纯化 后 未 见 有 降解 . 

G) 细胞 培养 及 标记 

【试剂 】 

Dulbecco-Vogt 改良 的 Eagle’s 基础 培养 基 : GIBCO Labo- 
ratories, U.S.A. 

AE te 2A SER: 同上 . 

[°S] tit ME He (4) 10 m Ci/mL) J [6-*H] 7 4G BH HE (88 Ci/ 
mmol), New England Nuclear, U.S.A. 

[操作 ] 

Ke i Fe He (Macaca nemestrina) 处 死 后 ， 取 内 膜 组 织 种 入 
Dulbecco-Vogt 改良 的 Eagle’s 基础 培养 基 中 (外 加 非 必需 氨基 
酸 `、 丙 酮 酸 及 5% 同 种 血清 ), 置 5% COs 及 95% 空气 的 湿 孵 化 箱 
(87°C) 中 培养 . 

待 生 长 到 融合 , 将 细胞 用 胰 蛋 白 酶 消化 , 传代 .传代 细胞 接种 
入 Wems 的 工 形 培 养 瓶 中 (~0.3x10* 个 细胞 / 瓶 )， 每 瓶 10 mL 
培养 液 , 隔 天 换 一 次 培养 液 . 

传代 三 次 后 第 七 天 细胞 接近 融合 时 ， 换 成 含有 50 凡 Ci/mL 
FS] 硫酸 盐 及 25w Oi/mL[6-* 了 ] 葡 萄 糖 胺 的 培养 液 ， 继 续 保 温 
36 小 时 ， 以 下 实验 用 三 瓶 ( 约 x 10° 个 细胞 ) 培 养 细胞 . 

【文献 】 

Ross R., J. Cell Biol. 50:172~186 (1971). 

Ci) EE WHE RAE HEOD 

【试剂 】 

盐酸 股 (ultrapure). Bethesda Research Laboratories, U. 
8. A. 

【操作 】 

将 上 述 培养 瓶 中 的 培养 液 取出 , 加 入 固体 盐酸 县 0.38g/mDD) 
使 成 约 3 mol/L, 4+38, — 60°C 保存 待 用 .将 细胞 层 以 5mL4 
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mol/L £282 WH (4 0.1 mol/L 6-AHE AM, 5 mmol/L HH , 
盐酸 盐 ,5 mmol/L EDTA-Nas, 50 mmol/L Z BH, 0.1 mmol/L 
葵 基 甲 磺 酰 氟 及 10 m mol/L N- 乙 基 马 来 酰 亚 胺 , PH 5.8) 42 He 
24 小 时 (4C). 将 提取 液 分 装 ， 于 —60°C 速冻 ， 保 存 备用 . 培养 
严 上 的 细胞 层 经 提取 后 约 有 标记 大 分 子 总 活性 的 2 多 残留 (未 被 
te FR). 
【文献 】 
Oegema T. R., et al., J. Biol. Chem. 250: 6151~6159 (1975). 
Wight T. N., et al., J. Cell Biol 96: 167~176 (1983). 
(ii) 除去 未 参 入 的 同位 素 及 盐 类 
根据 标记 大 分 子 与 未 参 入 的 同位 素 分 子 及 盐 类 分 子 大 小 悬 
殊 , ARBRE RPE. 
【试剂 】 
Ae Kl SE HH G-50 (Sephadex G-50, Fine), Pharmacia Fine 
Chemicals, Sweden, 
JR, Bethesda Research Laboratories, U. 8. A. 
CHAPS. Calbiochem, U.S. A, 
Triton X-100, Sigma, U.S. A, 
[22 fF) 
用 交 联 葡 聚 糖 G-50 柱 层 析 ( 床 体积 约 8mL, 0.8x16 cm), 
交 联 葡 聚 糖 事 先 用 8 mol/L 尿素 .0.15 mol/L NaCl_0.05 mol/L 
乙酸 钠 缓冲 液 (p 互 6.0) 平 衡 , 上 述 溶液 中 尚 含 去 污 剂 (0.5% 大 /天 
Triton X-100 或 0.5% g/100mLOHAPS, #3,F). LHR im 
量 为 2 mL， 以 平衡 用 的 8 mol 工 尿素 缓冲 液 洗 脱 , 每 0.6 mL 收 
集 一 管 . 收集 排 阻 部 位 的 标记 大 分 子 . 未 参 入 的 同位 素 及 盐 类 在 
进入 部 位 洗 脱 。 取 一 定量 的 排 阻 部 位 洗 脱 液 测 放射 性 Beckman 
LS-9000 液体 闪烁 计数 器 , 下 同 ) 以 计算 回收 率 及 标记 大 分 子 在 培 
养 液 及 细胞 层 中 的 分 布 ， 排 阻 部 位 放射 性 的 计算 发 现 三 瓶 培 养 细 
胞 ( 约 6 x 10° 4+ 4 Hd) 的 培养 液 共 有 OH YEE 5.7 x 10° Bq, 8 活 
#£2.7x 10° Bq, IPANEMA FI Ay 78% Be 85%, 
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【文献 】 
Yanagishita M., et al., J. Biol. Chem. 254. 12355~12364 (1979). 
Antonopoulos C. A., et al., Biochim. Biophys. Acta. 338;108~119 (1971), 


(KEM) 


2. 离子 交换 柱 层 析 分 离 蛋白 聚 糖 (PG) 

1974 年 开始 用 离子 交换 柱 层 析 纯 化 4mol/ 工 盐酸 股 提 取 液 
中 的 PG, 因 盐 酸 肌 为 电解 质 , 故 须 先 将 提取 液 中 的 4mol/ 工 盐酸 
县 以 柱 层 析 法 或 透析 等 法 换 成 8 mol/L 尿素， 这 样 PG 仍 可 维持 
在 解 聚 状态 ， 同 时 也 可 进行 离子 交换 柱 层 析 .， 常用 的 离子 交换 树 
脂 为 DEAE- 纤 维 素 ( 氯 化 物 型, 如 DEAE-Sephacel) , ff 0.15~ 
2.0 mol/L NaOl 的 8 mol/ 工 尿素 ，0.05 mol/L Tris 或 乙酸 钠 组 
冲 液 (p 也 6.0) 阶 段 或 连续 梯度 洗 脱 . 阶段 洗 脱 时 如 用 (a)8 mol/L 
尿素 , (b)0.15 mol/L NaCl, 8 mol/L 尿素，(e)2.0 mol/L NaCl, 


_ 8mol/L RH, Ml) 85~90% HY PG BEALE 2 mol/L NaCl 部 分 ,而 


其 他 天 分 子 则 在 \a) 及 (\b) 部 分 ， 如 用 线性 连续 梯度 洗 脱 还 可 将 某 
些 不 同 的 PG 分 开 .， 这 样 不 用 超速 离心 机 亦 可 将 PG 初步 提纯 或 
分 离 . | 

(its) 

DEAE-Sephacel, Pharmacia Fine Chemicals, Sweden, 

(#2 fF) 

将 标记 的 大 分 子 混合 物 ( 即 经 交 联 葡 聚 糖 G-50 的 排 阻 部 分 ) 
以 DEAE-Sephacel 柱 层 析 〈 床 体积 2mL). DEAE-Sephacel By 
子 交 换 树 脂 事先 以 8 mol/L 尿素 、0.15 mol/L NaCl_0.05 mol/L 
乙酸 钠 .0.5% Triton X-100 溶液 (pb 了 6.0) 平 衡 . WI 0.15~1.5 
mol/L NaCl 的 上 述 8 mol/L 尿素 缓冲 液 连续 梯度 洗 脱 ， 流 速 约 
2.5mL/ 小 时 ,每 0.8 mL 收集 一 管 , 总 洗 脱 体积 约 46 mL, 每 管 取 
一 定量 测 放射 性 . 

培养 液 和 细胞 层 的 层 析 谱 类 似 , 其 中 约 43% 的 ` 互 活性 未 与 
DEAE-Sephacel 结合 ， 而 在 NaCl 梯度 开始 前 洗 脱 出 ,这 部 分 为 
糖 蛋白 (glycoprotein)- 和 蛋白 ,无 ”8 活性 , 说 明 这 种 细胞 不 合成 含 
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TREE A, NaOl 梯度 开始 后 ， 先 洗 脱出 一 个 仅 有 定 活性 


的 小 峰 @ 〈 约 在 0.2 mol/L NaCl 处 )， 随 后 有 两 个 紧 接 着 的 一 


小 、 一 大 瑟 - 及 “8S- 双 标记 的 PG We (6 Re, 约 分 别 在 0.4 及 0.5 
mol/L. NaOl fb), 峰 为 主要 的 PG 峰 (为 硫酸 软骨 素 -上 了 G 及 硫 
PARI ZA-PG) ,在 培养 液 中 分 别 各 占 “3 及 OH 总 活性 的 96% 及 
53 匈 .小 峰 08 (含有 硫酸 乙酰 肝素 PC) 含有 其 余 的 38 活性 ， 其 
中 也 活 性 在 培养 液 中 为 2%. 
【文献 】 
Antonopoulos 0O. A., et al., Biochim. Biophys. Acta 338:108 一 119 (1974). 


Okayama M., et al., in proceedings of the 6th International Symposium on 
glycoconjugates (Yamakawa T.et al. eds) p.871, Japan Scientific Press, Tokyo(198}) . 


(KRM) 
3. RRTREAMD HEB RB (PG) 


此 法 较 广 泛 地 用 于 了 G 的 分 离 及 鉴定 ， 由 于 能 分 离 的 量 较 少 
故 不 宜 于 大 量 制备 , 但 在 细胞 培养 生物 合成 的 研究 中 样品 量 少 , 和 
用 本 法 分 离 不 同 的 PG. 较 常 用 的 凝 腕 有 不 同 孔径 的 琢 脂 糖 等 . BE 
脱 液 可 为 聚合 的 也 可 为 解 聚 的 .如 用 聚合 洗 脱 液 应 注意 防止 细菌 
或 霉菌 生长 . 分 析 少 量 放 射 性 标记 的 PG 样品 需 加 入 非 标 记 的 了 G 
BK (>1~2 mg/mL) 及 去 污 剂 以 得 到 较 好 的 回收 率 . 有 的 去 污 剂 
如 Triton X-100 不 易 除 去 ， 分 离 的 样品 如 欲 进行 再 聚合 则 不 能 
有 去 污 剂 , 故 须 使 用 能 透析 除去 的 去 污 剂 如 CHAPS, PG 经 碱 性 
氨 确 化 物 降 解 后 生成 的 GAG RSE RE, BRABANT AY AE Bl Ae fe AE 
成 的 GAG- 肽 片断 , 亦 可 用 凝 胶 过 滤 柱 层 析 法 分 离 或 鉴定 ,， 并 可 进 
而 研究 PG 的 结构 . 经 已 知 不 同 分 子 量 的 GAG 校正 过 的 凝 胶 层 
析 柱 (如 Sepharose 6B) 也 可 测 未 知 GAG 的 分 子 量 . 
【试剂 】 
Sepharose OL-2B 或 OL-4B, Pharmacia Fine Chemicals, 
Sweden, 
RE) | 
将 经 DEAE-Sephacel 柱 层 析 所 得 的 “8 标记 的 主峰 (前 述 的 
c 部 分 ) 以 Sepharose OL-4B 柱 层 析 (0.7x1t100 em), Wi 4 mol/L 


。304 。 


th W Hk. 0.05 mol/L Tris, 0.05 mol/L Na,SO,, 0.5% Triton 
X-100 (V/V) & 0.5%CHAPS (g/100mL), pH 7.0 Ay Yew vE RE. 
每 管 收集 体积 约 0.5mL， 各 取 一 定量 测 放射 性 ， 分 别 合并 可 得 
排 阻 部 分 及 进入 部 分 , 定 为 PG[ 培 . 排 ]、PG[ 胞 、 排 ]、PG[ 培 、 进 ]、 
_PG[ 胞 、 进 ]， 分 别 代表 来 自 培养 基 或 细胞 , 排 阻 或 进入 部 分 [ 见 第 
306 页)]， 如 用 Sepharose OL-2B 柱 层 析 则 在 进入 部 位 洗 脱出 相 
MM ORO 两 个 峰 . 峰 @ KO 经 特异 的 酶 降解 后 证 实 分 别 为 
OS RDS, BM Kav 可 知 培养 液 及 细胞 层 中 的 OS-PG 分 子 大 小 
相同 , 而 前 者 的 DS-PG 分 子 大 于 后 者 的 ， 

【讨论 】 

用 Sepharose 柱 层 析 时 ， 4 mol/L 盐酸 肌 洗 脱 液 中 如 加 入 
0.5% Triton X-100, Il] 同位 素 标 记 的 PG 的 回收 率 可 达 909%p , FH 
HAL 70% 

[文献 】 

Yingshan Chang, et al., J. Biol. Chem, 258:5679~5688 (1983), 
: (KRM) 

4, S04 (OsOl) $F EMH VLD SSO KM (PG) 

1966 年 首先 使 用 此 法 提纯 PG. 由 于 PG 中 GAG 与 蛋白 质 的 比 
值 高 因而 其 密度 大 , 离心 时 沉 于 管 底 , 而 蛋白 质 及 其 他 糖 蛋白 的 密 
度 小 遂 移 至 管 的 上 部 , 这 样 即 可 将 PG 与 其 他 物质 分 离 . 可 先 将 组 
织 的 解 聚 提取 液 透 析 (4°C) 到 0.5mol/L 盐酸 县 (有 时 为 防止 PG 
与 其 他 大 分 子 结合 而 沉淀 可 透析 到 0.75mol/L) ， 此 时 ， 大 部 分 
(50~90%)PG 可 再 聚合 ， 目 前 常用 的 步骤 如 下 : 将 PG 的 解 聚 提 
取 液 对 0.5mol/ 工 盐酸 肌 液 (含有 蛋白 酶 抑制 剂 ) 透析 (4*0) , 如 为 
聚合 提取 液 则 可 直接 离心 ， 如 透析 后 的 提取 液 有 不 溶 物 则 需 离心 
除去 (45 000g, 20 分 钟 ,40) .加 入 OsOl (1.1 g/g 溶液 ) 使 其 密 
HE 21.60 g/mL, % OsOl 溶解 后 常 有 沉淀 , 可 离心 (45 000g, 
20 分 钟 ，4*0) 除 去. 取 清 亮 的 溶液 以 水 平 转 头 (Beckman SW 
50.1) 或 角 转 头 (Beckman 50 Ti) 离心 , 约 35 000 r/min, 48~'72 
小 时 , 10°C, PG SAH (Ax) 在 管 底部 的 1/4~1/5 处 ， 可 用 切 管 
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法 或 底部 打 孔 法 收集 之 。 所 得 到 的 PG 聚合 体 (Ai) 可 再 在 解 聚 条 
PEF (4 mol/L 盐酸 县 ) 以 OsO1 等 密度 超速 离心 , 则 大 部 分 PG 单 
体 (Ai-Di) 在 管 底部 的 1/4~.1/5 处 ; 仅 有 少量 密度 较 低 的 PG 进 


入 上 部 , 连接 蛋白 则 在 上 部 的 1/4 处 (可 用 凝 胶 过 滤 法 再 进一步 提 : 


纯 )， 中 间 部 分 有 少量 密度 低 的 PG 及 透明 质 酸 . 

亦 可 用 解 聚 提取 液 或 经 离子 交换 柱 层 析 后 初步 分 离 的 PG 样 
品 进行 CsCl 等 密度 离心 . 

在 密度 较 大 (底部 ) 的 PG 部 分 中 主要 污染 物 为 糖 元 及 核酸 ， 
特别 是 在 细胞 较 多 而 PG 含量 较 低 的 组 织 ( 如 动脉 壁 ) 尤 为 突出 . 
此 时 ,可 将 底部 的 样品 再 以 氯 化 十 六 烷 吡 啶 沉 省 而 提纯 之 . 

【试剂 】 

A 16 #4 (CsCl). Biological Grade, Bethesda Research 
Laboratories U.S. A. 

(#2 (6) 

将 培养 液 及 细胞 层 经 DEAE-Sephacel 的 部 分 ( 见 第 303 


页 ) 分 别 各 取 一 定量 加 到 4.5 mL 4 mol/L RMR, 再 加 入 


固体 OsOl 使 其 密度 达 二 .43 ¢/mL, eB > (Beckman SW 50.1 
转 头 , 35 000 rz/min，72 小 时 ,100) 形 成 解 聚 密度 梯度， 将 离心 
管 切 成 8 等 分 (B- 至 B-8), 收集 样品 .每 份 取 一 定量 计数 并 测 
密度 培养 液 及 细胞 层 中 大 部 分 放射 性 (分 别 为 758 及 79 驴 ) 
集中 在 离心 管 底部 密度 大 于 工 . 绚 g/mL 处 . 
(KEM) 

5. HKG (GAG) #RBHD HE, SLREGKRR(PG)B 
构 的 分 析 

用 碱 或 碱 性 氢 磺 化 物 处 理 蛋白 聚 糖 样品 , 可 使 GAG a Seg 
核心 蛋白 间 的 O- 连 接 键 [ 亦 即 木 糖 (或 N- 乙 酰 氨基 半 乳 糖 ) 与 核 
心 蛋白 中 丝氨酸 残 基 间 的 糖苷 键 ] 断 开 而 产生 自由 的 GAG (a SE 
糖 ) 链 ， 核心 蛋白 中 的 丝氨酸 残 基 脱 水 形成 2- 氨 基 丙 烯 酸 ， 而 木 
糖 为 糖 链 的 还 原 末端 , 在 碱 性 条 件 下 逐渐 外 切 ( 去 皮 反 应 ). 糖 链 
还 原 未 端的 醛 基 为 去 皮 反应 的 基础 ， 如 加 入 氢 确 化 物 将 木 精 还 原 
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为 木 糖 醇 即 可 有 效 地 防止 进一步 降解 . 以 往 认 为 N-#E He SE BE MT 

“ 弱 碱 稳定 ,但 近来 有 作者 发 现 这 种 链 也 会 有 一 部 分 被 断 开 .。 BRR 
水 解 外 还 可 用 和 蛋白酶 (如 木瓜 蛋白 酶 等 ) 降 解 ， 此 时 产物 为 连 有 
GAG 或 赛 糖 的 小 肽 . 

PG 经 上 法 降解 所 产生 的 GAG RSE HF AT HA a> F Sie BE Be CON 
Sepharose 6B 或 Bio-Gel P-10) 柱 层 析 法 分 开 .，GAG 的 平均 链 
KA (AF BD FA Ze OS 分 子 量 标准 校正 过 的 :Sepharose 6B 柱 而 
测 得 . 

GAG 链 可 按 下 法 鉴定 之 : 

@ 选择 性 酶 降解 如 软骨 素 酶 .软骨 素 酶 ABCO 可 消化 硫酸 
AR (OS) 及 硫酸 皮肤 素 (D8) ， 而 软骨 素 酶 AU-II 则 上 只 能 消化 
OS. 这 种 消化 作用 为 BE- 消除 反应 , 产物 为 44.、5 不 饱和 的 二 糖 . 
其 他 如 链 霉 菌 透明 质 酸 酶 及 内 半 屯 糖苷 梅 本 分别 选 择 竹 地 降解 送 
明 质 酸 及 硫酸 角质 率 . 

@ 选择 性 化 学 降解 如 亚 硝酸 可 降解 硫酸 乙酰 肝素 (HS) 生 

下 成 2 5- 脱 水 甘露 糖 . | 

【试剂 】 3 

Sepharose 6B, Pharmacia Fine Chemicals, Sweden, 

Bio-Gel P-i0, Bio Rad Laboratories U.S. A, 

软骨 素 酶 ABO (Chondroitinase ABC, Proteus vulgaris) 
及 软 骨 素 酶 AO-I (Chondroitinase AC-II, Arthrobacter 
aurescens) 通过 Miles Laboratories —_ Seikagaku Kogyo 的 
产品 . 

木瓜 蛋白 酶 (2x 重 结晶 ) 及 胰 蛋 白 酶 (经 二 葵 基 氨 甲 酰氯 化 
物 处 理 过 ) . 

标准 硫酸 软骨 素 . 

(1-0) 24 FL He RE (50 mCi/mmol), 

[40] 4 FLHF RE, VW. 1 mol/L NaBH, % 0.01 mol/L NaOH 
1B Via (0) 6 PLR (25°C, 4 小 时 ), FE LA DK ZRF AB, 

【操作 】 
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取 一 定量 经 提纯 的 PG 样品 对 水 透析 (40) , RF. MAe1 
mol/L NaBHsg 的 0.05 mol/L NaOH ¥% (OH~/BH,), (iA 24 yp 
RY (45°C), Ak Zi Fl JG, Sepharose 6B #: (0.7 x 100 cm) B 
析 , LL 0.5 mol/L ZR Hh (pH 7.0) YE HL, 分析 GAG; Bio-Gel P10 
#: (0.7 X 100 cm) 2 FF, LI 0.5 mol/L 乙酸 吡啶 外 下 5.0) 洗 脱 , 分 
DSR, RUC EA BS EE. : 

经 OH /BH 4 处 理 的 培养 液 或 细胞 中 的 PG 在 Sepharose CL 
-4B 层 析 的 排 阻 部 分 , 即 PG[ 培 、 排 ],PG[ 胞 、 排 ] ,在 Sepharose6B 
柱 (用 已 知 分 子 量 的 硫酸 软骨 素 校 正 过 ) 的 层 析 谱 中 帮 乎 全 部 “8 活 
性 均 洗 脱 为 一 个 单一 对 称 的 峰 ( 开 av 0.41), HGAG-IFIGAG-IT 
〈 见 后 文 酶 水 解 部 分 )， 其 平均 分 子 量 约 相当 于 和 .000; 430% 
的 “也 总 活性 洗 脱 在 接近 Vis 处 的 另 一 个 峰 (SEPERATED). 

而 方法 [三 )-83] 中 , 经 SepharoseCL-4B 层 析 的 进入 部 分 , 即 
PG([34. 3], PGi, #1]4 OH /BH, 处 理 后 Sepharose 6B 柱 
层 析 情况 各 有 不 同 。 培 养 液 中 PG 进入 Sepharose CL-4B 部 分 ， 
即 PG [ 培 、 进 ] 在 OH /NaB 也 :处 理 前 的 完整 大 分 子 , Kav 为 
0.32, 而 OH-/BH, 处 理 后 产生 的 GAG, Kav 则 为 0. 和 5 设 为 
GAG-II( 见 后 文 酶 水 解 部 分 )。 同 时 约 有 后 多 的 线 总 活性 在 随 
后 洗 脱 出 的 糖 肽 及 窒 糖 部 分 , 故 PG[ 培 、 进 ] 含 有 一 个 或 数 个 GAG 
AREAS ASEH B DEAE, 细胞 中 了 PG 进入 Sepharose 
CL-4B 部 分 , 即 PG[ 胞 、 进 ] 与 PG[ 培 、 进 ] 不 同 . 其 处 理 前 的 完整 
大 分 子 及 OH-/BH4 处 理 后 的 GAG 链 在 Sepharose 6B 柱 层 析 的 
Kav 39> 0.45, 设 为 GAG-IV ( 见 后 面 酶 水 解 部 分 ), 约 有 9% 的 
°H IGEN KR, Be PG[ 胞 、 进 ] 很 可 能 为 单一 的 GAG 链 
连接 在 有 少量 糖 肽 或 赛 糖 的 小 肽 上 . 当然, PG[ 胞 、 进 ] 也 可 能 为 
自由 的 GAG 链 , SE BE AI ABE AF PGi, HE) WY #5 Be. GAG-IT 
fil GAG-IV ji) Kav #624 0.45 (Sepharose 6B)， 与 硫酸 软骨 素 中 
hy GAG 相同 , 故 其 平均 分 子 量 也 是 48 000, 

将 经 Sepharose 6B 柱 层 析 分 离 出 的 GAG 收集 之 ， 对 燕 馏 水 
透析 后 , ae. 临 用 前 取 一 定量 加 入 相应 的 缓冲 液 使 溶 , 再 加 入 + 
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。 硫酸 软骨 素 裁 体 0.5mg/mi)， 分 别 以 软骨 素 酶 ABO (0.95u/ 

mg 硫酸 软骨 素 载 体 ， 缓 冲 液 为 0.1mol/L Tris, 0.1 mol/L Z 
MH, pH7.3) 及 软骨 素 酶 AQO-II(0.5 U/mg 硫酸 软骨 素 载 体 ， 
rh Wy Hy 0.1 mol/L GRAB, pH 6.0) 3414 (87°C, 3 iN) AEF. 
以 丰 应 的 缓冲 液 溶 解 后 ， 用 Bio-Gel P-10(0.7x 100 om, 洗 脱 液 
为 0.5mol/ 工 乙酸 吡啶 ,pH 也 5.0) 及 Sepharose 6B(0.7X100 cm, 
洗 脱 液 为 0.5 mol/L CRW, pH7.0) 柱 层 析 分 析 之 . 

GAG-I, GAG-II, GAG-III, GAG-IV fj GAG 均 可 被 软骨 素 
MABC 完全 消化 为 二 糖 . GAG-I1, GAG-II 也 几 能 完全 为 软骨 素 
酶 AO-II 完全 消化 。 因 分子 筛 凝 胶 过 滤 柱 层 析 难于 将 不 同 的 了 Q 
完全 分 开 , 故 所 残留 的 极 少量 很 可 能 来 自 相 应 的 小 分 子 GAG-III 
和 GAG-IV (其 中 含有 较 大 量 不 能 为 软骨 素 酶 AO-I 所 消化 的 
GAG), 这 一 结果 说 明 GAG-I 及 GAG-I 为 硫酸 软骨 FR PG, 
GAG-UT GAG-IV 有 相当 大 部 分 (分 别 为 24% 及 31%) AREA 
软骨 素 酶 AO-II 所 降解 . 因此 说 明 这 两 种 PG 中 有 艾 杜 糖 醛 酸 
残 基 ， 由 于 软骨 素 酶 AO-II 的 内 消化 酶 作用 弱 ， 故 不 能 被 消化 的 
雄 片 内 可 能 还 有 和 葡萄糖 醛 酸 ， 因 而 实际 上 其 艾 杜 糖 醛 酸 的 含量 会 
比 层 析 图 谱 所 示 为 少 . 不 能 被 消化 的 碎片 在 Sepharose 6B 柱 的 洗 
脱位 置 晚 于 GAG-IHI 及 GAG-IV 中 未 经 消化 亦 即 完 整 的 GAG， 
放 其 中 许多 (或 全 部 )GAG 中 既 含 有 葡萄 糖 醛 酸 ， sse 
酸 . 故 GAG-IHI 及 GAG-IV 为 硫酸 皮肤 素 PG, 

PG 中 除 含 有 上 述 GAG 链 外 , WEA. 所 以 经 OH /BH, 
处 理 后 ， 在 各 目的 Bio-Gel P-10 柱 层 析 的 分 析 图 谱 中 各 种 GAG 
均 在 排 阻 部 位 洗 脱 , SE RELY FE BE A PE LYE. GAG-I 3% GAG-II 
后 面 均 各 有 两 个 寡 糖 峰 . Erp oR — 4 SE ies OA 总 活性 6~7 %, 
第 二 个 则 占 25~29%.GAG-II 及 GAG-IV je ij B—4 HF Hie ah 
各 占 再 总 活性 的 7%; SPS SERRIATE GAG-III 后 面 的 为 8 和 9 ， 
在 GAG-IV 后 面 的 最 多 也 只 有 2%, 亦 即 很 可 能 没有 .GAGHIII 后 
面 这 种 寡 糖 很 可 能 来 自 PG[ 培 、 排 ] 的 污染 ,由 于 了 PG[ 培 、 排 ] 中 O- 
连接 寡 糖 含量 高 , 故 如 有 2~3% 的 污染 , 即 可 使 PG[ 培 、 进 ] 中 有 
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8 多 *H 总 活性 在 O- 连 接 寡 精 处 洗 脱 ， 另 取 了 G[ 培 、 排 ] 的 一 部 分 
经 OH” /BH, 处 理 . Bio-Gel P-10 柱 层 析 后 , 收集 排 阻 的 GAGL 峰 
RPT SIE, I 4mol/ 工 互 O1 在 充 氮 密封 管内 水 解 :0 小 时 
(100°C), 样品 经 干燥 、 重 建 后 ， 以 气 基 酸 分 析 仪 (Beokman 117 
型 ) 用 0.2mol/ 工 枸 梅 酸 钠 、0.1mol/ 工 WRBAM i PH 5.28) 
Beh, HAH 50 Weve AR A WM) Be Stee. IM AB FL 
胺 、 葡 萄 糖 胺 . 半 乳 糖 腕 醇 (galactosaminitol) 及 葡萄 糖 胺 醇 人 glueo- 
saminitol) 各 50mnmol/ 工 做 为 载体 , 再 加 入 己 O] 半 乳糖 胺 及 已 5O] 
FLEA A 50 Bq 作为 内 标准 以 监测 PA 标记 物 的 洗 he 
及 回收 率 . 由 表 51 中 可 见 GAG 峰 中 3 了 -活性 的 98 入 为 半 和 乳糖 
胺 , 也 与 这 部 分 为 硫酸 软骨 素 的 结果 一 致 。 第 一 个 赛 糖 峰 中 也 活 
性 的 90% 为 葡萄 糖 胺 而 无 半 乳 糖 腕 醇 , 并 且 软 骨肉 瘤 及 卵 偶 滤 泡 
液 PG 所 含 糖 肽 也 在 这 一 位 置 , MAPS IA HW N-E REE OP 
称 糖 肽 ). BOSE PRMD PW 活 性 为 半 乳 糖 胺 醇 人 7 和)， 
有 少量 葡萄 糖 腕 及 半 乳 糖 胺 , 故 这 一 峰 主 要 为 O- 连 接 窒 糖 亦 即 通 
过 N- 乙 酰 半 乳 糖 胺 以 糖苷 键 与 丝氨酸 或 苏 氨 酸 的 残 基 相连 接 . 
PG[ 培 、 排 ] 的 一 部 分 用 木瓜 蛋白 酶 (30 we /mL, 0.1 mol/L 
Tris-0.1mol/ 工 ZB Bh mw, pH7.3, 3¢445mmol/L 
EDTANas & 5m mol/ 工 半 胱 氨 酸 盐酸 盐 的 溶液 中 保温 4 小 时 ， 
65°C) 或 胰 蛋 白 酶 (10 we/mL, 0.imol/L Tris-0.1 mol/L ZARA 
缓冲 液 , pbDH7.3, 保温 3 小 时 ,37*O) 消 化 .Sepharose 6B 柱 层 析 : 
未 消化 的 PGL[ 培 、 排 ] 主要 在 排 阻 部 位 洗 脱 .经 木瓜 蛋白 酶 消化 
后 的 Sepharose 6B 柱 层 析 图 谱 有 两 个 峰 ， 一 个 EH]J- 及 [ 忆 S]= 双 
标记 峰 (Kav 0.37),， 稍 早 于 OH /BH, 处理 后 的 GAG 峰 ,， 另 一 个 
*H 总 活性 259% 的 糖 肽 峰 随后 洗 脱 . 胰 蛋白 酶 消化 后 的 第 一 个 峰 
Be hi Kav 0.30), 第 二 个 峰 BH BK) 与 木瓜 和 蛋白酶 消化 的 类 似 . 
将 经 胰 蛋 白 酶 消化 .Sepharose 6B 柱 层 析 分 离 出 的 硫酸 软骨 
素 - 肽 及 糖 肽 部 分 分 别 收 集 ， 并 以 OH /BHs 处 理 ， 再 以 Bio-Gel 
P-10 柱 层 析 .， 仅 O- 连 接 赛 糖 可 以 从 硫酸 软骨 素 - 肽 片段 中 释放 出 
来 ， 所 有 的 NERS BREARW O- 连 接 寡 糖 则 在 糖 肽 部 分 。 故 
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PG[ 培 . 排 ] 中 约 10% AY SA 总 活性 为 硫酸 软骨 素 - 肽 中 的 守 糖 . 这 
部 分 诊 糖 全 部 为 0- 连接 的 ， 故 约 1/3(L0~29%) 的 寡 糖 位 于 核心 
蛋白 上 相当 接近 硫酸 软骨 素 的 连接 点 ， 不 论 木 瓜 蛋 白 酶 或 胰 蛋 白 
酶 都 不 能 将 其 断裂 下 来 】 从 表 BL BY AL, O-HE RESET AK FL Be Re 
醇 与 硫酸 软骨 素 链 中 半 乳 糖 胺 的 比值 为 1/6*,， 每 个 硫酸 软骨 素 链 
中 应 含有 9O~100 个 半 乳 糖 胺 残 基 (根据 分 子 量 为 43 000 计算 )， 
故 每 有 一 个 硫酸 软骨 素 链 应 有 巧 4 O-ERESE, 基于 软骨 肉瘤 
PG 的 NERA, CAPR DEA we MR 
软骨 素 链 的 连接 处 而 在 与 透明 质 酸 结合 点 附近 ， 很 可 能 PG[ 培 : 
排 ] 中 的 -连接 寡 糖 也 类 似 ， 


KS! 已 糖 胺 及 己 糖 胶 醇 的 分 析 ” 


己 糖 胺 或 已 糖 胺 醇 的 % 
部 时 站、 2 a [人 央 0) 
葡萄 糖 胺 | 半 乳 糖 胺 “| EPL 
GAGH( 排 阻 部 分 ) 2 98 0 86 
BF HR E-1 (25~28 部 分 ) 90 10 0 68*** wig 
PEPE IG-2 (30~36 部 分 ) 17 和 | anene 


* PGE HEI OH-/BH, 处 理 后 ，Bio-Gel P-10 柱 层 析 洗 脱 的 各 个 峰 ; 
* SALAM, 
mo Me 5) OL 活性 回收 率 低 可 能 由 于 唾液 酸 残 基 中 的 8 活性 在 酸性 水 解 时 
被 破坏 . 
”将 了 Bio-Gel P-10 及 Sepharose 6B 柱 层 析 所 尝 脱 下 的 二 粮 峰 
收集 , 冻 干 备用 . 
硫酸 乙酰 肝素 常用 亚 硝酸 处 理 以 鉴定 之 . 取经 DEAE- 
Sephacel 离子 交换 柱 层 析 的 小 峰 b[ 见 (三 六 2] ,对 水 透析 后 , ET, 
以 亚 硝酸 试剂 \ 临 用 前 将 冷 至 -59 的 0.5mol/ 工 Ba(NOs)。 及 
“第 二 个 赛 糖 峰 中 半 乳 糖 胶 醉 与 GAG 峰 中 半 乳 糖 胶 中 SEL 活性 的 比 可 按 下 式 算 
出 (参看 表 51): 
[0.71( 半 乳糖 胺 醇 中 的 9H 活性 %) x0.45( 柱 回收 率 ) x 0.29 (OSA) 9H 活性 


Jo) 二 [0.98( 半 乳糖 胺 中 SH 活性 %] x0.86( 柱 回收 率 ) x 0.65( 硫 酸软 骨 素 中 的 SH 
tite) ]=1/5.9, 
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0.5 mol/L H.S0, 等 体积 混合 ， 离 心 除去 BaSO,, FA _E 3) MBH 
(Bin, 10 分 钟 ) 用 2 mol/L AEBRAREM AY IL, 再 以 
Bio-Gel P-10 柱 层 析 (0.7x100em, 0.5 mol/L ZABilkhe, pH 
5.0 洗 脱 )， 发 现 其 中 96% 以 上 的 “8S 活性 对 亚 硝酸 敏感 ， 即 在 进 
入 部 位 洗 脱 , BEA b 峰 中 含 硫 酸 乙 酰 肝素 . 

【文献 】 


Lohmander, L. S., et al., J. Biol. Chem. 255: 6084~6091 (1980) , 
Carlson D. M., J. Biol. Chem.243:616~626 (1968) . 
Yanagishita M. et al., J. Biol. Chem. 254:911~920 (1978), 
Spiro BR. G. et al., J. Biol. Chem. 249:5704~5717 (1974), 
Wasteson A., J. Chromatogr. 59:87~97 (1971). 
Shively J. H. et al., Biochemistry, 15:3932~3942 (1976) 。 
(KEM) 

6. ABRA—BND A 

【试剂 】 

4- 硫 酸 、6- 硫 酸 及 O- 硫 酸 二 糖 标准 ， Seikagaku Kogyo Co. 


—LTD, Japan, 


(224) 

以 少量 蒸 馆 水 溶解 已 冻 于 的 ， 经 Bio-Gel P-10 Sepharose 
6B 柱 层 析 收 集 的 二 糖 部 分 (经 软骨 素 酶 ABO 消化 所 得 的 ), 并 加 入 
O- 硫 酸 (Di-O8) 、 全 硫酸 (Di-48) 及 6- 硫 酸 (Di-68) 二 糖 标准 各 
Sul, 将 上 述 样品 进行 纤维 素 薄 板 层 析 (1 mm 厚度 ， 面 积 20X20 
com), 以 1-J BA: ok ZR: 2mol/L NH,OH (2:3:1,V /V) EF. 在 
232nm 紫外 光 下 定位 , 标 出 紫外 光 吸 收 区 , 然后 从 原点 开始 每 隔 
0.50m 刊 下 , 测 放射 性 . GAG-I 经 软骨 素 酶 消化 后 所 得 二 糖 中 6-8 
(63%) 434 4-S(37 %) HAA; 由 GAG-II 所 得 的 结果 类 WL, 未 发 
现 有 0-8 或 双 -8 的 二 糖 ; 而 GAG-II 得 二 糖 中 4-8(662) 约 为 
6-$(34%) 的 两 倍 ; GAG-IV 所 得 二 糖 结果 与 GAG-IIH 中 的 类 似 : 
用 二 糖 标准 品 分 别 层 析 , 可 知 各 个 二 糖 的 相对 位 置 。 

【文献 】 


Saito H., et al., J. Biol. Chem.248:1536~ 1542 (1968) 。 


(KRM) 
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四 、 神 经 鞘 糖 脂 


PRE PEAS (简称 畏 糖 脂 glycosphingolipidqs) 是 除 磷脂 及 胆 
固 醇 以 外 细胞 质 膜 中 的 重要 脂 质 ， 它 由 一 分 子 长 链 的 神经 畏 拓 醇 
(Sphingosine)、 一 分 子 长 链 的 脂肪 酸 及 一 条 守 糖 链 组 成 (图 84) . 


悄 氨 醉 半 乳 糖苷 
ae 
CH:(CH:) 13、 mM 4 | 
a 
ARAB 了 9H-9E-OT 一 0 Gal alo 
OH_NH 
: dais 
(OH )ie ~ 432. Ae BAR 
Pe: CHs: ® 


84 RYH HS) FE Re CL SLE 9 A) 

ApS Hy AM. 是 一 类 化 合 物 , 其 碳 链 长 度 一 般 为 18~20 KR, A 
的 为 饱和 烃 , 有 的 含 了 2 个 双 键 ; BMRA RAS, Rae RA 
别 见 Karlsson K. A. (1970) Lipids 5:878~891, 哺乳 动物 中 常 
见 的 为 418 碳 神经 畏 氛 醉 . 

脂肪 酸 ， 蒜 糖 脂 中 的 脂肪 酸 ,， 碳 链 长 度 16~ 326 BR, 有 些 脂 肪 
酸 含 双 键 ,有 些 还 有 羟基 . 

SERRE, 组 成 单 糖 有 葡萄 糖 、 半 乳糖 、 氨 基 葡 萄 糖 、 氮 基 半 乳 
糖 及 岩 薄 糖 . WR PE AERA, WRK BHA OB 
(gangliosides), WKAIFA & lie WK RAY PE AS OB AG (noutral 
glycosphingolipids) , 

PRI AASSS, BRT ER ARTERY HPS PB AP ES a 
Dh, EA EF Bit WR A AY Bit Bz FH HE AB (sulfatides) . 

PENG PIERS REA 15 种 基本 类 型 ,这 是 指 目 前 已 在 生物 界 中 
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R52 HHRRRTHHARAB 


t18:0 d18:0 d18:1 d18:2 t20:0 d20:4 


PHB ES AG 
占 tA Rs SAE tk (%) 
FH PERS HERS 
7a Fe BS 3 4 87 3 2 1 
半 乳 糖 脑 酰胺 1 a, 92 3 t 2 
乳糖 脑 酰胺 2 4 86 4 2 3 
球 三 糖 脑 酰胺 2 4 86 5 2 3 
ER DU HE Foe BER 2 5 86 4 1 3 
PHA EF * . 
GM; 4 5 83 3 2 4 
GD, 3 4 85 3 2 5 
LM, 3 3 89 3 1 2 
GM, 2 4 70 2 1 21 
GDi。 2 4 ”65 2 2 27 
GD 2 4 51 1 1 43 
GTi 1 2 56 2 1 38 
* 神经 节 苷 脂 的 Svennerbolm 简写 法 : 
GM, Neu NAc—> Gal -~> Cer 
GMs; Gal B—> 4Glc > Cer 
a NeuNAe 
GM, GalNAc B— 4Gal 8-> 4Glc > Cer 
3 
7 NeuNAc 
GM, Gal @—3GalNAc B > 4Gal B > 4GIc > Cer 
3 
rs NeuNAc 
GD, Gal B— 8GalNAc B > 4Gal B > 4Glc > Cer 
S 
2q NeuN Ac a*NeuNAc 
GD, Gal B— 2GalNAc B—> 4Gal B > 4Glc > Cer 
3 
2x NeuNAc8 <- 2a NeuNAc 
GT, Gal B— 3GalNAc B > 4Gal 8 > 4Glc > Cer 
3 3 
2a NeuNAc 24, NeuNAc8 <- 2a NeuNAc 


以 上 G=ganglioside( 神 经 节 苷 脂 ); M，D,， T 分 别 表 示 该 分 子 内 含 1，2，3 个 唾 
液 酰 ,数字 表示 在 薄 层 层 析 中 迁移 位 点 的 顺序 。 
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发 现 者 .. 这 切 种 基本 类 型 及 其 命名 是 1978 年 由 IUPAO-IUB 生 
化 命名 委员 会 提出 的 ( 表 53) 。 例如 前 述 GM, 属 节 四 BR; GM。 属 
i = Fe. 


R53 BEAR 
属 eas. oh aan 构 * 
” 节 三 糖 (Gangliotriaose) Glgoses GalNAc81-4Galp8l-4Glc81-1'Cer 
节 四 糖 (Gangliotetraose) Ggose, Gale1-3GalN Acf61-4Gal61-4G1c81- 
vi 1 Cer 
异 乳 四 糖 (Neolactotetra0Ose) nLcose; | Gal8l-4GlcNAc81-3Gal81-4Glcp81- 
1 Cer 


异 乳 六 糖 (Neolactohexoase) nLcoseg | Gal8-1-4GleNAc8-1-3Gal6-1-4GHe 
NAc§1-3Gal181-4G1c61-1'Cer 

FFL / HE (Neolactooctaose) nLcose, | Galg1—4Glc81-8Galg14GlcN Acg1- 
+ 3Gal81-4GIcN Ac81-2Galp1-— 


4Glc81-1'Cer 
ER = ¥F (Globotriaose) Ghose, Galal-4Gal81—4G1c81-1'Cer 
SER = B (Isoglobotriaose) iGbosez. | Gala—1-3Gals-1-4Gic@1-1’Cer 
ER PU #8 (Globotetraose) Ghose, GalNAc61-3Gala1—4Galg1—4Gles1- 
1'Cer 
异 球 四 糖 (Isoglobotetraose) Gboses GalNAc8l-3Galal-3Gal81-4Gjc861- 
1'Cer : 
| = #8 (Lactotriaose) Leosey | GlcNAc@1-3Galg1-4G1¢1-1/Cer 
| DU #5 (Lactotetradse) Lose, Gal81-3GlcNAc861-3Gal81-4Gle81- 
1'Cer 
粘 三 糖 (Mucotriaose) Mcoseg Gals1—4Gal81—4G1c81-1'Cer 
#5  (Mucotetraose) Mcose, Gal81-3Gal81-4Gal81—4G1c81-1'Cer 
半 乳 二 糖 (Galabiose) Glaose。 Galal-4Gal81-ECer 
洗 乳 三 糖 (Galatriaose) Gaose, -| Gal?1-4Galal_4Gal8el-1'Cer 


* Gal, 半 乳 糖 ; GalNAc，N- 乙 酰 氨基 半 乳 糖 ; Glc, 葡萄 糖 ;Cer, MARK; GlcNAc 
N- 乙 酰 氨 基 葡 萄 糖 . 


糖 脂 的 合成 是 由 糖 背 转移 酶 催化 . 各 种 糖 有 其 各 自 的 转移 
酶 下面 举 一 个 神经 节 苷 脂 的 生物 合成 过 程 .在 糖苷 转移 酶 的 催 
化 下 , 中 性 鞘 糖 脂 - 乳 糖 脑 酰胺 的 糖 链 逐 步 延 长 ， 形 成 一 系列 神经 
Sf is (A 85), 
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BUR EE DERE AY 15 种 类 型 ， 从 生物 合成 角度 看 彼此 是 紧 
密 相 关 的 , 现 用 图 86 表示 . 

Iie YX WE (Sialic acid) 是 一 个 总 称 ; RRHBAAR (neuraminic 
acid) 的 一 系列 衍生 物 。 图 87 是 神经 氨 酸 分 子 结构 的 三 种 表示 方 
式 江 为 开 链 式 ,IIL_III 为 全 -乙酰 神经 氨 酸 的 吡 喃 形 元 . 


HI Reeves 
8? ”神经 氨 酸 分 子 结构 
HERA ANH, 基 上 的 取代 基 , 唾液 酸 被 分 为 两 大 失 , 一 
Ky N-ZBEPHAAM, JA NouNAc 或 NANA 表示 ; 另 一 类 为 和 
z .三 醇 神 经 氨 酸 , 用 NouNG 或 NANG 表示 .大 多 数 哺乳 动物 中 
兼 有 两 种 类 型 , 唯 有 人 体内 仅 存 在 NANA, 
基 液 酸 分 子 中 的 趟 个 羟基 上 可 以 结合 乙酰 基 、 乙 二 醇 、 甲 基 或 
乳糖 ,所 以 唾液 酸 的 种 类 很 多 . 
峭 糙 脂 的 功能 ， 一 般 认 为 细胞 内 的 辅 糖 脂 聚 集 于 细胞 表面 膜 
wey HR A, 和 糖 蛋白 一 起 ,组 成 细胞 表面 的 糖 被 (glycocalex)， 近 年 
来 越 来 越 多 的 资料 证 明细 胞 表面 的 寡 糖 链 是 和 细胞 的 粘着 、 受 体 
动能 .抗原 性 以 及 分 化 识别、 生长 等 有 关 ， 其 中 , PERE RS 
817， 


mR, PIRI ATR, BAB; AH,Mn, Le mettre 
we ee ve Ba SE A BB A  ; HA PE LER BAe 
素 等 细菌 毒素 的 受 体 ,也 可 作为 糖 蛋白 激素 (如 促 甲 状 腺 激素 ， 人 
绒毛 膜 促 性 腺 激素 等 ) 的 受 体 . 

近年 又 发 现 一 些 神经 节 背 脂 是 大 肠 癌 、 黑 色素 瘤 等 的 肿瘤 相 
关 抗 原 . 此 外 , 神经 节 苷 脂 在 神经 系统 中 的 功能 及 神经 疾病 中 的 
BM, 也 有 大 量 报道 . 

在 人 肝癌 研究 中 也 发 现 其 神经 节 苷 脂 显 著 与 正常 肝 不 同 . 

(一 ) 神经 节 苷 脂 的 分 高 和 纯化 

分配 分 离 法 

自从 Folch 等 最 先 提 出 用 分 配 分 离 方 法 来 提取 脑 和 其 他 组 织 
中 的 脂 类 及 分 离 神 经 节 苷 脂 以 来 ， 经 过 多 种 改进 ， 至 今 仍 广 泛 应 
A. 它 主 要 利用 神经 节 苷 脂 可 从 氯仿 -甲醇 相 中 分 配 到 含水 较 多 


”的 上 层 水 相 中 的 基本 原理 进行 分 离 纯 化 .以 下 介绍 1965 年 SuzuKi 


提出 的 改良 法 , 这 曾 应 用 于 脑 及 外 周 神经 组 织 的 糖 脂 提 取 , 可 以 提 
高 得 率 . 

(FR fF) 

提取 : 新 鲜 组 织 加 19 倍 体积 氯仿 \(O- 甲醇 GO (C:M 的 体 
FAI 2:1). 用 的 碎 器 制 成 匀 浆 . 也 可 先 加 甲醇 ， 捣 碎 ， 再 加 氧 
Ties. BMA SRK SS ALE, 滤纸 先 用 氯仿 洗涤 , ARE 
纸 中 脂 质 . 保留 滤液 沾 ， 滤 酒 加 10 倍 体积 氯仿 -甲醇 人 :了 内 合 - 
5% HO, 再 提取 一 次 . 过滤, 保留 滤液 GD， BARR EAR 
提 一 次 ,过 滤 , 弃 去 滤 酒 , 留 滤液 CID) .合并 滤液 QD. ID RUD. 

分 配 法 分 离 神经 节 苷 脂 : 上 述 滤 液 中 加 入 0:2 倍 体积 0.1 
mol/LKO] 或 NaCl 溶液 ,充分 混合 后 静 置 或 低速 离心 使 分 层 . 吸 
出 上 层 液 ,测定 体积 ,不 要 将 两 居间 的 茧 松 沉 省 吸出 . 下 层 液 中 
加 入 氯仿 -甲醇 -0.58%NaC] 或 0.74% 开 Cl] 液 按 3:48:47 混合 ,此 
组 分 接近 理论 上 层 液 组 成 ,加 六 量 为 补足 吸 去 的 上 层 液 刷 ， 充 分 _ 
混和 , 再 静 置 或 低速 离心 分 层 ， 吸 出 上 层 液 GBD.， 重复 上 述 处 理 ， 
得 土 层 液 QID。 G3 LBRO. CD RCIID, Pewee wus xe ae 
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中 减 压 蒸馏 至 半 量 (可 加 少量 正 丁 醇 或 甲 茉 防止 泡沫 ) .最 后 冰冻 
FIR, REFDAAEBRARK., 冻 干 物 加 少量 蒸 饮 水 ,移入 透析 袋 
中 ; 对 蒸 饮 水 透析 1~2 KR, 

如 果 提 取 大 量 组 织 样品 ,， 称 重 , 加 入 3 . 倍 量 蒸馏 水 打 成 匀 浆 ， 
再 加 入 10 FARK WAR, HAM. Kia &5%H.0 
AAS FRE (231) BAR EO 

RNR mM, WABAE PA RA emt Bat (vortex) 
或 超声 波 处 理 数 小 时 ;也 可 再 加 电磁 搅拌 以 利 提 取 .， 脱水 的 样品 
或 长 期 保存 于 低温 下 脱水 的 样品 , 应 用 含 5 多 也 s9 的 氯仿 -甲醇 混 
ARBRE, 

【讨论 】 

GQ) 分 配 分 离 的 上 层 会 混杂 少量 磷脂 及 一 些 其 他 脂 类 . 

(2) ; 极 性 低 的 神经 节 苷 脂 ( 如 GM4) 难 以 定量 提取 ,， 这 对 血糖 
脂 含量 高 的 外 周 神经 组 织 及 GM4 含量 高 的 灵 长 类 、 鸟 类 等 脑 组 织 
的 提取 影响 尤为 明显 ， 即 或 下 层 经 过 六 次 提取 ， 对 GMs 仍 不 能 充 
分 提取 . 

1973 年 Tettamanti 等 介绍 了 用 四 氢 时 喃 来 提取 的 方法 ， 这 
样 可 以 定量 回收 神经 节 苷 脂 并 避免 了 用 氯仿 -甲醇 提取 时 糖 和 蛋白 
MAAR MO. AAA TE 1 KAR pH 6.8, 0.01 mol/L 磷酸 钾 
HR ye (PB) PYAR, MAMA 8 KAY AR i, 12,000xe 
离心 10 4} oh, AAW PB-PO AK i 124) MARA K, SIE 
取 物 ,加 入 0.3 体积 乙醚 , 使 之 形成 两 相 , 有 机 相 加 入 0. 革 体积 水 
FEA ALR, 收集 合并 水 相 经 透析 后 得 神经 节 苷 脂 粗 提 品 ， 据 报 
道 本 法 比 用 氯仿 -甲醇 提取 的 得 量 高 , 但 磷脂 污染 也 明显 增加 。 对 
低 极 性 神经 节 苷 脂 的 提取 效力 未 做 专门 鉴定 . 

1980 年 Svennerholm & Fredmen 报道 了 另 一 种 改良 法 , 其 
操作 包括 用 20 体积 氯仿 -甲醇 -水 (4;8:3) 提 取 组 织 中 脂 类 两 次 ， 
然后 调节 以 上 三 种 溶剂 组 成 为 4:8:5.6， 下 层 用 0.5 体 积 甲 醇 及 
0.33 体积 0.01 mol/L KCl 再 提取 ， 混 合 各 次 上 层 液 神经 节 苷 脂 “ 
粗 提 取 物 ， 再 通过 对 水 透析 除去 小 分 子 物质 。 本 法 与 四 氢 呐 喃 提 
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Fe LOBE, 神经 节 苷 脂 的 提取 量 提 高 3% (从 大 脑 灰 质 )， 或 15% 
(从 大 脑 白 质 ). 然而 ,此 法 并 未 说 明 从 大 脑 中 对 GM4 的 提取 情况 ; 因 
此 对 低 极 性 神经 节 苷 脂 含 量 高 的 组 织 是 否 合用 还 是 个 问题 ， 而 且 
也 没 解 决 怎样 从 提取 物 中 除去 混杂 的 硫酸 脂 及 各 种 磷脂 的 问题 . 

2. 离子 交换 法 ， 

1972 年 Yu 及 Ledeen 提出 一 种 新 型 的 方法 来 提取 神经 节 震 
脂 . 他 们 利用 -DEAE-Sephadex 这 种 弱 阴 离子 交换 树脂 将 神经 
节 苷 脂 和 其 他 酸性 脂 类 吸附 ， 而 将 其 与 大 量 的 中 性 及 兼 性 解 离 的 
脂 类 分 离 , 酸性 脂 类 可 用 含 盐 有 机 溶剂 定量 洗 脱 , 然后 再 通过 碱 水 
解 . 透析 及 硅 酸 柱 层 析 逐 步 除去 伴随 神经 节 苷 脂 一 起 被 洗 脱 的 其 
他 酸性 脂 类 及 低 分 子 量 的 酸性 杂质 ， 最 后 一 步 硅 酸 柱 层 析 还 可 除 
去 经 以 前 各 步 处理 仍 残存 的 少量 蛋白 质 . 本 法 的 另 一 优点 是 避免 
应 用 分 配 分 离 , 从 而 使 各 种 神经 节 苷 脂 包 括 低 极 性 的 GM, 均 可 很 
好 地 回收 ,所 得 神经 节 苷 脂 的 纯度 也 高 ,其 中 与 脂 类 结合 的 磷 含 量 
很 低 . 

【操作 】 

提取 :， 取 样品 若干 克 ( 脑 组 织 革 2g， 外 周 组 织 或 其 他 组 织 
2~4¢) nN 10~15 倍 体积 氯仿 - 甲醇 寺 :1) 混合 液 ， 室温 下 用 玻璃 
匀 浆 器 匀 浆 5 分钟 , 置 冰箱 中 冷却 ,用 脱脂 的 滤纸 或 中 等 孔径 的 烧 
SER te, 保留 滤液 GT) . WA 10 倍 体积 C:MA:D Rm, SR 
wo, 过滤， 得 滤液 (IT) . 滤 酒 再 重复 抽 提 一 次 , 得 滤液 (IID) . 
合并 滤液 四 、GD 及 (II)， 量 其 总 体积 ， 最 后 调节 .M3:O: 水 的 比 
例 ,使 之 达到 60:30:8 (溶剂 A SAM), RAKRAY 200 mL. fi 
MA le 脑 组 织 ， 每 次 提取 均 为 10 倍 体积 ， 最 终 得 提取 液 为 30 
mL, #M:0:7k> 15:15:0.8, dg 组 织 中 含水 约 为 0.8g) 则 应 
加 入 105 mL FRY, 45 mL 氯仿 及 7.2 mL 水 使 之 达到 60:30:8， 
总 体积 为 188 mL, 接近 200 mL, 

DEAE-Sephadex 柱 层 析 ， 称 2.2g DEAE-Sephadex A~25 
置 一 小 瓶 中 ; 加 30 mLY¥ FF) B[M:0:0.8 mol/L NaAc (fit ey) 7k 
溶液 之 混合 液 ] 不 时 振 功 混和 5~10 分 钟 , 静 置 , 吸 去 上 层 清 液 , 如 
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此 重复 洗 树脂 三 次 .溶剂 B 最 好 新 鲜 配 制 ,最 后 让 树脂 浸泡 在 溶 
剂 B 中 过 夜 . 然后 用 30 mL 溶剂 A(OM:O: 水 为 60:30:8) 洗 树脂 
3~ 4 次 , 最 后 悬浮 于 10 mL 溶剂 A 中 倒 入 外 径 为 14 mm HBT 
柱 中 , 柱 中 先 放 少 许 溶 剂 A, 让 树脂 自然 沉降 ,溶剂 流出 ,再 用 60~ 
80 mL 溶剂 A 洗涤 以 除去 全 部 醋酸 钠 . 

将 前 述 200 ml], 提取 液 倒 入 层 析 柱 中 ， 流速 不 超过 工 mL/ 分 
可 保证 酸性 脂 类 全 部 吸附 于 柱 上 .假如 由 于 柱 的 上 部 被 小 量变 性 
蛋白 质 堵塞 , 则 可 轻 轻 搅动 顶部 ,以 保持 流速 . 如 果 在 顶部 加 一 层 
细 玻 珠 可 避免 上 述 现象 的 发 生 .200 mL 提取 液 通过 后 ,用 100mpLL 
溶剂 A 洗 脱 ,流速 可 稍 快 . 此 流出 液 及 洗 脱 液 中 有 胆固醇 、 孵 磷 
脂 、 磷 脂 酰 乙醇 胺 、 脑 昔 脂 .中 性 糖 脂 等 ， 如 果 需 要 的 话 , 这 些 脂 类 
还 可 进行 分 离 纯 化 .神经 节 苷 脂 将 吸附 在 柱 上 , 除非 超过 柱 的 负 
载 或 有 盐 类 存在 溶剂 中 最 后 用 180 mL 溶剂 BEL, HAH 
脂 及 其 余 酸 性 脂 类 均 被 洗 下 . 

碱 处 理 及 透析 :，， 上述 由 溶剂 了 洗 下 的 流 份 含 酸性 脂 类 及 酯 
酸 钠 , WEAF Ja, dn 0.1 mol/L NaOH fy PAYA 15 mL,， 温 和 
地 超声 使 溶解 . 然后 加 热 至 85~ 40°C 2~3 pat, VAI HE 
AA, BBA TASS, FARR BK 20 mL 分 次 将 残渣 洗 入 透 
Daf, 并 加 入 1mL0.5mol/ 工 EDTA( 四 钠 盐 ) 以 消除 二 价 金属 
Fat. FESR KEK, 袋 内 容 物 冰冻 干燥 . 

硅 酸 柱 层 析 :， 这 最 后 一 次 层 析 是 为 了 去 除 未 被 碱 分 解 的 酸性 
脂 类 《例如 硫酸 脂 、 游 离 脂肪 酸 等 ) . 硅 酸 可 用 Unisil 硅 酸 200~325 
mesh (clarkson 厂 ) 或 用 Iatrobeads( A Iatron 厂 ) .两 者 都 含有 
一 些 杂 质 ， 可 被 氯仿 -甲醇 洗 脱 ， 将 出 现 于 薄板 层 析 上 近 唾 液 酸 神 
Aa Ha, 呈 黄 标 色 . 大 部 分 杂质 可 经 预 处 理 除去 : 2g Unisil 或 
loatrobeads (6RS-8060) 置 30 mL 离心 管 中 , 用 M:G:2.5 mol/L 
NH4O 瑟 60;:30:8 混合 液 洗涤 四 次 , 每 次 让 硅 酸 自然 沉降 , 弃 去 上 
层 清 液 ; 然后 用 M:0:H.0 60:30:8 洗 涤 四 次 ,最 后 悬 于 5~10mE 
后 一 溶液 中 , 倒 入 小 柱 ( 外 径 14mm), 待 硅 酸 沉降 后 , 依次 用 后 
一 滩 液 30~40 mL, O:M(1:1)¥% WW 20 mL RO:M (95:5) 溶液 
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20mL 洗 柱 . 最 后 把 前 述 神经 节 苷 脂 样品 ( 即 已 经 透析 与 冰冻 王 
燥 ) 深 于 4mLO:MLL:IL) 溶液 中 , 轻微 超声 , 如 有 不 溶 物质 人 蛋白 
质 ) 则 用 离心 除去 . 再 加 入 6mL 氯仿 , 将 此 10 mL 脂 质 样 品 上 柱 . 
硫酸 酯 、 脂 肪 酸 等 在 第 一 流 份 即 25 mL C:M (4:1) 液 中 被 洗 出 ， 
流速 调节 在 0.5 mL/ 分 .神经 节 苷 脂 在 90 mL O:M (1:1) 洗 脱 液 
Poh. 较 少 量 样品 则 可 用 工 g eR, W10mL 吸管 为 层 析 柱 . 
如 硫酸 脂 在 第 一 流 份 中 未 被 完全 洗 出 ， 则 第 二 流 份 即 神 经 节 苷 脂 
流 份 可 再 经 第 二 根 柱 层 析 分 离 之 . 

将 洗 脱 液 分 别 减 压 蒸 干 待 进一步 分 析 . 

【讨论 ]】 

(1) 小 量 样品 〈 如 含 神 经 节 苷 脂 量 50 wg) 则 整个 方法 规模 可 
缩小 , 如 DEAE-Sephadex A- 2542/4 0.7 克 ， 其 他 试剂 也 用 也 3 
量 即 可 . 这 样 对 水 透析 时 样品 体积 可 减少 . 此 外 ,为 避免 透析 时 
样品 丢失 的 危险 ,可 改 用 Sephadex G— 50 脱盐 ， 

(2) 很 少数 的 神经 节 昔 脂 的 唾液 酸 部 分 含有 .O- 乙 酰基 ;如 经 
上 述 碱 水 解 可 使 乙酰 基 脱 落 , 为 此 可 省 去 碱 水 解 , 但 在 这 种 条 件 下 
层 析 纯 化 的 神经 节 苷 脂 样品 中 混 有 酸性 磷脂 ， 如 丝氨酸 磷脂 及 肌 
ROR. 在 工 LO 时 这 两 种 磷脂 的 层 析 速度 比 大 多 数 神经 节 昔 脂 
快 ,在 中 性 或 含 所 展开 体系 中 它们 的 层 析 位 置 略 在 GMs 之 
前 . 

(3) 神经 节 苷 脂 可 通过 硅 酸 柱 层 析 进 行 制备 Kawamura 
及 了 Taketomi 介绍 了 应 用 Silicagel G 及 Kieselguhr-G 各 半 量 装 
FED BS AWE, Seyfried 等 介绍 了 放大 前 述 离子 交换 法 
来 分 离 大量 肝 组 织 中 的 神经 节 苷 脂 的 方法 . 

(4) 吸附 层 析 所 用 的 Iatrobeads 可 以 回收 反复 使 用 . :用 过 
的 Iatrobeads 加 入 约 二 倍 体积 氯仿 -甲醇 汗 : 忆 液 间 断 振 葛 数 次 
后 静 置 除 上 清 液 ， 反复 洗 三 次 , 再 改 用 甲醇 洗 三 次 , 弃 上 清 液 后 待 
BAF RR BD ay 

(二 ) 神经 节 苷 脂 的 鉴定 

1. 神经 节 昔 脂 的 定量 一 一 唾 流 酸 含量 测定 
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神经 节 苷 脂 的 量 通常 可 以 其 中 唾液 酸 部 分 的 含量 来 表示 . Ne 
液 酸 定量 的 方法 早期 是 通过 唾液 酸 与 某 些 试剂 如 地 衣 酚 (oreino]) 
二 甲 基 氨 基 薄 醛 (dimethylaminobenzaldehyde) 及 间 葵 二 酚 
(resorcinol) 等 生成 特殊 的 颜色 ， 然 后 用 比 色 法 测定 . 目前 仍 广 
泛 应 用 的 是 经 Jourdion 改进 的 间 葵 二 酚 法 . 以 上 方法 可 以 测定 
结合 的 及 游离 的 唾液 酸 ， 而 硫 代 巴 比 习 酸 法 先 经 酸 水 解 则 可 专门 
测定 游离 的 唾液 酸 . 

@ 间 葵 二 酚 - 盐 酸 法 

本 法 可 以 测定 10~30 ve 结合 或 游离 的 唾液 酸 ， 甚 至 降 至 半 
” 量 也 可 用 此 法 测定 . 

fa HE YR RR 10~30 ve 的 样品 水 溶液 2mED 加 间 葵 二 酚 试 剂 工 
作 液 (最 好 用 共 重 结晶 的 间 葵 二 酚 2g PAT ARK 100 mL， 此 为 
贮存 液 可 于 °C 保存 数 月 . 取 贮 存 液 10 mL hy 0.1 mol/L Fi 
酸 铀 的 水 溶液 0.25 mL, 浓 盐 酸 80 mL, 7k 2 100 mL, YRS 
温和 小 时 后 贮 于 4O,， 此 为 工作 液 . 此 液 呈 黄色 , 如 变 绿色 则 应 重 
AC), 试管 加 盖 于 100°C 煮沸 15 分 钟 , 迅速 冷却 ， 再 加 醋酸 正 丁 醇 
酯 - 正 丁 醇 485:14)4 mL, 振 划 提取 后 置 水 浴 15 分 钟 ， 离 心 取 上 层 
有 机 相 在 580 nm 测 光 密度 . 如 样品 中 可 能 混 有 已 糖 或 其 他 糖 
ZR, 则 应 同时 测 450 om 的 光 吸 收 ,因为 己 糖 、 已 酮 糖 、 戊 糖 及 其 2- 
脱氧 同类 物 所 产生 的 干扰 色素 均 在 450 nm 有 最 大 吸收 峰 ， 但 因 
它们 在 .580 am 也 有 一 定 程度 吸收 ， 所 以 唾液 酸 测 定 结果 应 用 下 
列 公 式 校正 : 

y eee (Asso X Ru — Aaso) Rg 

Rs X Ry-1 
式 中 :4 一 吸光度; 

Rs 一 一 唾液 酸 在 580 nm 及 450 nm 的 光 密 度 比 ; 

ERa 一 一 干扰 色素 在 450nm & 580 nm 的 光 密 度 比 . 

在 测定 神经 节 苷 脂 纯 唱 并 以 相应 的 标准 品 为 标准 时 ， 则 不 用 
上 述 校正 . 用 牛 或 大 鼠 脑 神经 节 苷 脂 的 混合 物 为 标准 品 是 很 方便 
BY, “EAD bik EMR 80~382%, (BL TTI: 在 透析 前 加 入 
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EDTA-4Na 使 神经 节 苷 脂 成 钠 型 ， 最 后 再 经 甲醇 =- 忌 醇 混 合 液 结 
旬 以 除去 游离 唾液 酸 , 所 得 固体 充分 干燥 后 称 重 . ) 也 可 用 游离 的 
唾液 酸 为 标准 , 但 用 神经 节 苷 脂 为 标准 可 自动 校正 其 他 糖 的 和 王 扰 : 
近年 有 报道 指出 用 620 nm 测 光 吸 收 比 580 nm 的 测定 结果 为 好 ， 
可 减少 其 他 糖 的 干扰 . 

Ga) 过 碘 酸 - 间 苯 二 酚 法 

由 于 过 碘 酸 氧化 以 酮 背 形 式 结合 的 唾液 酸 生 成 结合 的 醛 ， 后 
者 可 与 间 葵 二 酚 生 成 很 强 的 颜色 ， 其 最 大 吸收 峰 在 630mnm， 
NeuNAc 及 NeuNG 的 克 分 子 消 光 系 数 各 为 27900 % 27000, tt 


单独 用 间 葵 二 酚 的 灵敏 度 要 高 三 倍 ， 而 且 由 于 从 酮 昔 结 合 的 唾液 ， 


酸 生 成 的 醛 在 37"C 以 过 碘 酸 进一步 氧化 时 是 稳定 的 , 从 游离 唾液 
酸 生成 的 醛 则 被 破坏 , 而 后 者 在 O°C 时 稳定 ,根据 土 述 特性 可 以 分 
别 测定 结合 、 游 离 及 总 唾液 酸 量 .， 本 法 的 不 足 之 处 是 一 些 神经 节 
昔 脂 (如 GDi GT», GDs, GQi,“F) HFA NeuNAc (2-8) NeuNAc 
连接 能 耐 受过 碘 酸 的 氧化 ， 此 外 ,唾液 酸 的 Cs 上 如 有 三 碳 的 侧 链 
取代 基 时 则 过 碘 酸 不 能 和 该 化 合 物 发 生 反应 : 

iii) 硫 代 巴 比 妥 酸 法 

这 是 一 种 灵敏 度 较 高 ,广泛 采用 的 方法 ,基本 原理 是 游离 唾液 
酸 被 过 碘 酸 氧化 生成 6- 甲 酰 丙 酮 酸 (6-formyl pyruvie acid), 后 
者 与 2- 硫 代 巴 比 妥 酸 反应 生成 有 色 物 质 ， 其 最 大 吸收 峰 为 549 
nm, NeuNAc 及 NeuNG 的 克 分 子 消 光 系 数 各 为 殉 000 及 
46 000, 其 灵敏 度 可 测 3 wg 的 NeuNAc, 实际 应 用 中 革 .5 一 2 pg 
水 平 亦 可 测定 . 由 于 结合 唾液 酸 不 能 生成 颜色 , 所 以 测定 前 样品 
必需 先 经 酸 水 解 . 此 外 ,， 需 将 色素 提取 到 有 机 溶剂 中 , 以 增强 颜 
色 , 提高 灵敏 度 . 

(FR) a 

(1) 样品 水 解 : AAA EK RR 5~40 ug (HY 1K B) A 2 we) 
BDA 0.125 mol/L FRB KY 0.5 mL +, INF, 80°C 水 
¥1.5~2 J). 

(2) 唾 液 酸 测定 ， 上 述 水 解 液 加 0.25 mL 25 mmol/L xR 
+ 824 ， 


mm 


Bet, 87°C 水 浴 10 分 钟 ， 即 加 0.2mD2% WaHAs Hy 0.5 mol/L 
HO! 液 , 振 划 待 黄色 消失 ,加 2mL0.1mol/ 工 硫 代 巴 比 妥 酸 液 (该 
Wy NaOH 调 至 pH 9), #24, INR, 沸水 浴 7.5 分 钟 , 即 冷 却 , 再 
Im 5 mL BALE T BEM (A 5% 12 mol/L HCl 4 1-T MS), Mie 
#24 4¢), WED, 3000 r/min 离心 5 分 钟 ， 吸 出 上 层 正 丁 
醇 液 ,于 549 nm 比 色 . 
【讨论 】 

(1) 本 法 测定 值 一 般 偏 低 , 其 原因 有 二 : 一 是 唾液 酸 的 水 解 有 
时 不 完全 ,在 测定 脑 神经 节 苷 脂 时 , 因 有 与 非 末 端 半 乳 糖 相 连 的 唾 
WR, 这 比 末 端 唾液 酸 水 解 速度 慢 , 则 影响 更 为 明显 . 经 过 比较 ， 
牛 脑 神经 节 苷 脂 用 本 法 测定 的 数值 仅 为 间 葵 二 酚 法 或 气相 色谱 法 
测定 值 的 60 色 . 另 一 是 经 热 酸 处 理 时 , 部 分 唾液 酸 可 被 破坏 ,在 上 
述 热 酸 条 件 下 ,大 约 每 小 时 损失 9% .如 果 用 游离 唾液 酸 为 标准 时 ， 
必须 对 结果 加 以 校正 , 而 以 相同 神经 节 苷 脂 为 标准 则 不 必 校 正 . 

(2) 2- 脱 氧 核糖 : 芒 糖 及 由 2- 脱氧 核 糖 、3，5- 二 脱氧 已 糖 及 
某 些 未 饱和 脂 类 经 过 碘 酸 氧化 生成 的 丙 醛 均 可 生成 色素 ， 这 对 测 
定 有 干扰 ， 高 度 不 侈 和 脂肪 酸 自动 氧化 生成 的 丙 醛 及 其 他 产物 可 
与 硫 代 巴 比 妥 酸 反应 生成 与 唾液 酸 生成 相同 的 有 色 物 ， 对 此 可 用 
经 验 公 式 校 正 . 

(3) 测定 植物 样品 时 ，2- 酮 、3- 脱 氧 酮 酸 类 也 可 生成 6- 甲 酰 
AMR, 后 者 与 过 碘 酸 反应 而 引起 误差 . 

2. 薄板 层 析 (TLO) 法 

TELO 现 已 成 为 对 神经 节 苷 脂 混合 物 进行 分 离 . 鉴定 的 标准 方 
法 ,其 灵敏 度 高 ,分 离 效果 好 , 上 且 较 简 便 易 行 ， 常 用 硅胶 G( 或 硅胶 
G 5 Kieselguhr G 各 半 ) ty. 国外 商品 硅胶 G60 HPTLC 板 
(EMLaboratories, Inc, Elmsfold, N. Y. USA 或 E. Merck, 
Darmastadt, Germany) 分 离 效果 满意 , 国内 已 有 黄岩 曙光 化 工厂 
试制 的 工 LO iy, 分离 效果 有 待 试 验 ， 

(ER) 

(1) 层 析 板 预 处 理 ; 
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— RE A RTFEZE 85~100°C 活化 30 全 60 分 钟 .然后 野 析 后 内 
四 壁 铺 满 滤 纸 , 加 入 新 鲜 配 置 的 展开 剂 ,加 盖 密 闵 平衡 至 少 2 小 时 . 

(2) BM: 

样品 : & 5~15 we MER MR 15~45 ug PAW EIR (F 10x 
20 cm *R) MF 1~5 wg EPR (=F 5 x 10 cm 板 ) 的 样品 洲 于 @:M 
ADM, REAHI~2 ug/uL, DESK) RR BRE 
1~1.5cm 0.5~0.75 cm BRAK), AAP. 其 后 薄板 放 
入 预 平衡 好 的 层 析 和 条 内 ， 待 展开 剂 上 上 升 接近 板 顶 或 正好 到 顶端 时 
取出 , 目 然 干 燥 或 吹风 机 吹 于 . 

展开 剂 : 常用 氯仿 - 甲醇 :0.29% CaCl, 水 溶液 体系 , 三 者 可 以 
不 同比 例 配 合 , 如 60: 40:9 BY 55:45:10, 50:45:10, 50:40:10 48, 
我 们 实验 宝应 用 55:45:10 比例 分 离 鉴定 肝脏 神经 节 戎 脂 取 得 和 良 
好 分 离 效 果 . 最 近 Resner 推荐 在 同一 个 进展 方向 二 ,分 别 其 
C:M:12 m mol/ 工 MgOls:15 mol/L & 7K (60:35:7 .5:3) R O:M: 
12m mol/L MgCl, (58:40:9) FR RARKEAES te RR WH HF 
22715 FAB ih Sd SEE, 

(3) BA, 

显 色 用 间 葵 二 酚 试 剂 : FE LA AE — BH 2 g YAP ARK 100 mL 
(冰箱 保存 可 用 十 月) ,再 以 10mL29% 间 葵 二 酚 水 溶液 十 80mlv 浓 
盐酸 (其 中 含 0.25 mL 0.1mol/ 工 硫酸 铜 ) 加 水 到 100 mL, i 
Bi 4 ZEN Bc il, BCE UK AA AY PRA — Jal. 

显 色 方 法 ， 用 喷雾 器 喷 酒 间 葵 二 酚 试 剂 ， 要 求 为 均匀 细 滴 至 
板 刚刚 润 湿 为 度 , 喷 后 即 加 玻 片 封 盖 ( 两 玻 片 间 需 用 炎 夹 紧 ) 二 0 
显 色 20 分 钟 ,神经 节 苷 脂 呈 现 紫 蓝 色 斑点 . 

【讨论 

(室温 及 湿度 明显 影响 TLO 分 离 效 果 . 湿度 大 时 在 奉 耿 
板 活化 后 应 立即 置 于 燥 器 , 上 且 在 点 样 后 要 再 置 真空 干燥 器 抽 王 . 室 
温 高 时 层 析 红 可 放 冰 箱 内 以 减 慢 进 展 速度 , 减少 样品 扩散 ,提高 分 
离 效 果 . 

(2) 喷 显 色 剂 后 加 温 显 色 时 必需 避免 浓 盐 酸 蒸发 ， 才 可 得 明 
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显 色 斑 . 

(=) 中 性 糖 脂 的 分 高 和 纯化 

1971 4F Saito 和 Hakomori 提出 的 从 脂 类 粗 提 取 物 中 定量 分 
离 神经 鞘 糖 脂 的 方法 ， 至 今 仍 被 广泛 应 用 , 此 法 综合 了 Folch 分 配 
分 离 及 Radin 等 硅 藻 土 (forisil) 柱 层 析 分 离 的 优点 。 些 法 既 能 
应 用 于 短 糖 链 ( 一 糖 至 四 糖 ) 的 中 性 糖 脂 ， 也 可 定量 地 分 离 长 糖 链 
(五 糖 至 八 糖 ) 的 中 性 糖 脂 . 此 法 整个 操作 过 程 可 分 为 三 个 部 分 : 

(1) 用 吡啶 及 醋酸 栈 将 脂 质 进行 酰 化 ; 

(2) 用 硅 藻 土 柱 层 析 将 酰 化 的 糖 脂 与 其 他 非 糖 脂 类 分 离 ; 

(3) 在 氯仿 -甲醇 -甲醇 钠 中 使 糖 脂 脱 酰 化 . 

本 法 可 成 功 地 分 离 .鉴定 微克 量 的 糖 脂 .- 

提取 : 1g 左右 的 小 块 组 织 加 氯仿 -甲醇 (2: 世 10mL， RA 
浆 后 离心 ,保留 上 清 液 ， 沉淀 加 GO:M(4L:2)10 mL, BYR, AHA 
次 上 清 液 , BEAT RA TKH, 即 粗 提取 物 . 

乙酰 化 ， 蒸 干 的 粗 提取 物 置 Pa05 干燥 器 中 真空 干燥 , 加 0.3 
Im 二 干燥 吡啶 及 0.2 mL AGRE, TNA, Bie 18 小 时 后 ， 
MA 50 mL 干燥 甲苯 ,在 旋转 蒸发 器 中 减 压 蒸 王 . 

Het: RFOWMW TST) OKA, 2= A Z bE (DCE) 
(H:DOE=1:4), MARAE (Florisol 层 析 柱 : Flonisil 50~ 
100 8, #2%0.7x10cem), H1i5mL A: DCE WHE, FEVEH 
Mm; 15 mL DCE VE, BV wmA), BAW DOE- 丙 fd 1:1) 
DOE-Fi ag (9:1)15 mL 洗 柱 ， 留 洗 脱 液 (2 最 后 用 DCE- Fae 
(2:8:1)15 mL 洗 柱 , 留 洗 脱 液 (3). 

脱 酰 化 洗 脱 液 (2) 在 旋转 蒸发 器 中 减 压 蒸 干 ,然后 加 100~ 
200 wL 氯仿 -甲醇 2: 已 溶 解 沉渣 ,再 加 25 一 50 0D0.5% FARE 


溶液 , 3, BE 30 分 钟 , 然后 加 少量 乙酸 乙 酯 中 和 , 在 旋转 蒸发 


ait MH ASF; 加 少量 蒸 人 饮水 , WRG, 成 乳 浊 液 , 置 透析 袋 内 ， 

放 冰 箱 内 对 水 透析 , 最 后 冰冻 干燥 成 干粉 . 
海 板 层 析 分 离 ， 层 析 板 的 选择 及 活化 参阅 神经 节 苷 脂 部 分 . 
自行 铺 制 的 薄板 分 离 效果 较 差 ， 制 法 是 用 硅胶 Gilg 加 水 5mL， 
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铺 2~3mm 厚 的 薄板 .可 用 作 初 步 分 析 鉴 定 . 
点 样 量 : 可 参照 中 性 糖 脂 中 含 糖 量 来 确定 点 样 量 : 


糖 脂 中 含 糖 量 的 测定 有 多 种 方法 , 如 以 乙 底 酚 . 草 醒 - 咪唑 及 


o- 葵 酚 磺 酸 等 为 显 色 剂 的 显 色 法 .这些 方法 都 要 先 通过 水 解 使 糖 
脂 中 的 己 糖 游离 然后 再 进行 测定 ,因此 测定 费时 且 重 复 性 差 . 酚 - 
硫酸 显 色 法 起 初 是 用 于 水 溶性 糖 的 测定 , 其 后 Worth 将 其 应 用 于 
快速 测定 糖 脂 中 糖 的 含量 . 本 法 的 优点 是 操作 简便 ， 不 需 先 经 水 
解 ,不 受 脂 类 水 不 浴 性 的 影响 . 在 5~100 pg 葡萄 糖 或 约 25 一 500 
ve 脑 苷 脂 范围 内 的 光 吸 收 呈 线性 , 且 重 复 性 好 .具体 操作 如 下 : 
样品 溶 于 0.2mL 氧 仿 , 加工 mL 酚 液 性 8 BH (A-R) KB) IBA, 
用 滴定 管 快速 加 入 5 mL RRR (A-R) (注意 大 量 产 热 ,在 振动 混 
SHARAN DP) ) 待 冷却 后 在 490 nm bh fh, 

磷脂 \ 卵 磷脂 、 脑 磷脂 及 神经 鞘 磷脂 ) 及 胆固醇 对 本 法 有 一 定 
干扰 , 如 用 纯化 糖 脂 则 不 存在 此 问题. 

展开 剂 ， 氯仿 -甲醇 -水 (60:30:5). 

显 色 剂 及 显 色 方 法 : 

o- 蔡 酚 硫 酸 法 : 0.5%o- 蔡 酚 ( 甲 醇 : 水 二: 已 液 置 喷雾 器 中 , 均 


勾 喷 雾 于 薄 层 板 上 ， 空 气 中 干燥 ,， 喷 959% 硫酸 于 板 上 ， 至 湿润 即 


100°C 烤 至 显 色 .中 性 糖 脂 斑点 呈 灰 蓝 色 . 

二 苯胺 法 : 试剂 为 二 苯胺 200 mg Py fi] 9.0 mL wae 0.1 mL 
Ba, iI 64% BER mL, 边 加 边 振 摇 .， 置 喷雾 器 中 , 细 滴 喷 
雾 后 , 即 加 盖 清 洁 玻 璃 , A 180~150 9 烤 20~30 Hh, 含 糖 脂 
类 显示 鲜明 蓝 色 . 
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凝集 素 (lectin) 是 一 类 具有 糖 专 一 性 、 能 促使 细胞 凝集 的 蛋 自 
质 或 糖 蛋白 ， 它 首次 被 发 现 于 葛 麻 籽 提 取 液 .已 检测 的 三 千 余 种 
植物 抽 提 液 中 , 近 千 种 具有 血 凝 活力 . KPT SRA 600 余 
种 , 它们 的 凝集 素 含 量 丰 富 , 如 大 豆 (soybean) 和 刀 豆 (jacbean) 的 
蛋白 质 中 , Bee A1.5~3.0%. 到 目前 为 止 ,已 纯化 并 鉴定 了 性 
质 的 凝集 素 有 100 余 种 ， 不 仅 植物 中 存在 凝集 素 , 动物 乃至 人 体 
内 也 有 凝集 素 , 被 发 现 的 已 有 数 十 种 , 其 中 若干 种 已 经 纯化 . 

凝集 素 的 作用 都 与 它 的 最 重要 的 性 质 即 糖 结合 专 二 性 有 关 . 
根据 这 一 特性 提出 的 关于 凝集 素 的 定义 , 昌 有 几 种 不 同 的 说 法 , 但 
主要 可 以 归纳 为 两 种 观点 ， 这 两 种 观点 的 差别 在 于 是 否 考 虑 凝集 
素 的 凝集 活性 ，Oallow 和 Goldstein 的 意见 是 有 糖 结合 专 一 性 并 
有 凝集 细胞 能 力 的 物质 才能 称 为 凝集 素 ;而 Jermyn 和 Yeow 及 
Horejsi 和 Kocourek 则 认为 具有 糖 结合 专 一 性 的 化 合 物 即 为 凝 
集 素 . 

Balding 等 根据 有 些 凝 集 素 的 血 凝 活力 被 单 糖 或 寡 糖 以 外 的 


物质 抑制 , 就 是 说 , 它们 对 于 除 糖 以 外 的 物质 表现 专 一 性 , 赋予 凝 


集 素 一 词 以 更 广泛 的 含意 : 凝集 素 包括 所 有 非 免疫 原 的 , 能 凝集 细 
RIL AMA TE OE 
第 二 个 被 纯化 的 凝集 素 是 伴 刀 豆 凝集 素 (QonA) . Sumner 和 


Howell 于 1936 年 从 刀 豆 (Oonaoa1ia ensiformis) 种 子 纯化 了 这 一 


MEX, 并 发 现 纯化 的 ConA 能 沉淀 溶液 中 的 糖 元 和 淀粉 , ConA 
的 血 凝 作用 被 蔗糖 抑制 ， 由 此 他 们 提出 : OonA 的 血 凝 作用 可 能 是 
它 与 红细胞 表面 的 糖 作 用 的 结果 ,植物 凝集 素 具 有 糖 结合 专 一 性 ， 
它们 广泛 的 生物 学 活性 亦 基 于 与 糖 结合 的 专 一 性 ， 是 生物 体内 物 
质 相 互 识别 和 生物 体 识 别 外 环境 物质 的 一 条 重要 途径 . 
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本 世纪 四 十 年 代 , Boyd 等 发 现 某 些 凝集 素 对 人 的 血型 抗原 具 
有 专 一 性 ， 天 级 10 年 后 Watkins 和 Morgan 确立 了 血型 专 一 性 
与 糖 专 二 性 之 间 的 关系 

自 六 十 年 代 末 Morell 等 发 现 哺乳 动物 肝 细 胞 膜 上 有 与 半 屈 
糖 专 一 结合 的 蛋白 质 后 ， 了 udgin 等 利用 亲 和 层 析 技 术 从 免 肝 纯 
化 了 这 种 蛋白 质 ， 同 时 证 明 它 具有 凝集 红细胞 和 促使 淋巴 细胞 有 
丝 分 裂 的 活性 ,因此 这 一 蛋白 质 被 称 为 是 第 一 个 纯化 的 膜 凝 集 素 . 
此 后 ， 不 仅 在 多 种 动物 的 许多 细胞 膜 上 检测 到 具有 糖 结合 专 一 性 
的 蛋白 质 ,在 其 他 生物 体 包括 病毒 .细菌 、 真 菌 、 粘 菌 、 高 等 植物 等 
的 细胞 膜 上 也 检测 到 具有 糖 结合 专 一 性 的 蛋白 质 . 

凝集 素 的 糖 专 一 性 通常 是 用 半 抗 原 抑制 技术 来 确定 的 ， 抑 制 
凝集 素 与 含 糖 大 分 子 之 间 的 沉淀 反应 ， 或 凝集 素 的 血 凝 作用 所 需 
浓度 最 小 的 单 糖 ， 定 为 凝集 素 专 一 的 糖 . 但 有 些 凝 集 素 的 血 凝 作 
用 或 沉淀 反应 不 被 单 糖 抑制 ， 则 用 含 不 同 糖分 子 数 的 寡 糖 作 抑制 
剂 来 确定 凝集 素 的 具有 糖 结合 专 一 性 . 

虽然 绝 大 多 数 植物 或 低 等 动物 含 只 对 一 类 糖 及 其 衡 生物 专 一 
的 一 种 凝集 素 (或 儿 种 同 工 凝集 素 ) 但 也 有 含 两 种 或 两 种 以 上 不 同 
糖 专 二 性 的 凝集 素 的 例子 , 如 从 草 豆 中 可 分 离 出 对 N- ZEAE 
萄 糖 专 一 的 和 对 o-L- 岩 藻 糖 专 一 的 两 种 凝集 素 ， 根据 现 有 资料 ， 
REAM WA, 凝集 素 可 分 为 六 类 , 它们 专 一 结合 的 糖分 别 为 ; 
(1) D-H 82 HF (或 D- 葡 萄 糖 )-(2)N- 乙 酰 氨基 葡萄 糖 .(3) N- 乙 酰 氨 
基 半 乳糖 、( 和 D- 半 乳糖 、(5)I- 岩 藻 糖 和 (6) 唾 液 酸 ， 从 植物 分 离 
的 凝集 素 中 ， 除 麦 胚 凝 集 素 (简称 WGA) 外 尚未 发 现 对 唾液 酸 专 
一 结合 的 凝集 素 . 凝集 素 有 限 范围 的 糖 专 一 性 ， 可 能 反映 检测 方 
WE (at aE He FD) 的 缺点 ， 因 为 除 对 红细胞 表面 存在 的 糖 专 一 结合 的 
凝集 素 以 外 , 其 他 的 可 能 被 遗漏 .事实 上 , 用 与 白花 首 攻 共 生 的 固 
. 氮 菌 作为 测试 生物 ， 在 白花 曹 蒂 的 抽 提 液 中 检测 到 对 2- 脱 氧 葡萄 
粮 专 一 的 凝集 素 ,2- 脱 氧 葡萄 糖 是 首 蒂 固氮 菌 的 荚 膜 多 糖 的 成 分 . 

凝集 素 除 对 糖 的 种 类 具有 专 一 性 外 ， 有 些 凝 集 素 还 对 糖 的 异 
头 异 构 体 、 糖 背 键 的 种 类 、 糖 分 子 中 各 个 碳 原子 上 的 游离 羟基 、 糖 
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基 在 糖 链 中 的 位 置 或 寡 糖 分 子 的 构象 专 一 。 此 外 ,凝集 素 分 子 上 
结合 糖 的 位 点 的 形状 和 大 小 亦 与 其 糖 结合 专 一 性 有 关 . 

基于 凝集 素 与 糖分 子 专 一 地 和 可 逆 地 结合 的 特性 ， 凝 集 素 已 
被 广泛 地 用 于 分 离 纯化 含 糖 高 分 子 ， 利 用 凝集 素 分 离 糖 蛋白 始 于 
Sumner, 他 用 ConA 分 离 酵母 蔗糖 酶 .凝集 素 亲 和 技术 不 仅 用 于 
分 离 纯化 各 种 可 溶性 糖 蛋白 , 例如 血浆 蛋白 、 王 扰 素 等 , 亦 可 用 于 
膜 糖 蛋白 的 分 离 纯化 , 例如 胆 碱 受 体 、 胰 岛 素 受 体 等 。 糖 组 成 和 朝 
糖 链 结构 有 细微 差异 的 糖 蛋白 或 糖 脂 ， 亦 可 用 凝集 素 亲 和 技术 得 
到 分 离 , 例如 甲 种 胎儿 球 蛋 白 的 若干 分 子 变种 可 用 固定 化 Con A, 
扇 豆 凝 集 素 或 药 麻 凝集 素来 分 离 . 蛋白 酶 水 解 人 IgG 产生 的 糖 
肽 ， 其 糖 链 结构 大 致 可 分 为 四 种 类 型 ， 它 们 与 ConA 的 亲 和 人 性 不 
同 , 因此 可 用 ConA-Sepharose 层 析 柱 将 它们 分 离 ._ 有 关 这 一 领 
域 的 知识 正在 日 渐 增 加 , 在 积累 一定 资料 后 , 有 可 能 根据 糖 肽 在 凝 
集 素 亲 和 柱 上 的 行为 , 推 知 它们 的 糖 链 结构 特性 ， 

含有 糖 基 化 碱 基 的 不 同 种 妈 NA， 亦 可 利用 它们 与 各 种 凝集 
素 的 不 同 结合 能 力 得 到 分 离 . 并 可 从 它们 与 何 种 凝集 素 结合 , 推 
知 它们 所 含有 的 糖 基 。 

利用 凝集 素 分 离 带 有 不 同 表面 糖分 子 的 细胞 是 近 些 年 来 发 展 
的 新 技术 , 目前 已 广泛 应 用 于 各 类 淋巴 细胞 的 分 离 纯化 . 

除 用 以 分 离 含 糖 大 分 子 和 细胞 外 ,凝集 素 对 人 人 A、B、O 型 血 
球 糖 决定 篮 的 化 学 结构 作出 的 贡献 已 为 人 们 所 共 知 .在 测定 糖 链 
结构 方面 ,凝集 素 是 一 类 很 有 用 的 试剂 ， 由 于 它 严格 的 糖 专 一 性 ， 
在 某 些 情况 下 有 独到 之 处 , 例如 从 人 卵 菜 圳 液 分 离 的 血型 已 糖 音 ， 
甲 基 化 分 析 只 说 明 存在 ; 

(A) L—Fuc-a-(1—2) Gal 
1 


4 
L-Fuc-—a-— (18) -GlcNAco 


1 


B 
6 


Gal—B-(1->3) -GalNAcol 
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(B) L-Fuc-a-(1—>2) -Gal 
1 


3 
. 
L—Fuc-—a-— (1-4) -GleNAc 
1 : 


B 
6 


Gal—@6-(1-—>3) -GalNAcol 


但 不 能 确定 是 A 还 是 B, 因为 它们 的 甲 基 化 产物 相同 . 欧洲 百 脉 
” 根 凝 集 素 能 专 一 识别 Gal-B-(1>4) -GleNAc 的 单 -或 双开 -内 党 
糖 衡 生物 ， 很 容易 地 确定 了 这 种 已 糖苷 的 结构 应 是 A 不 是 B， 弥 
补 了 甲 基 化 方法 不 能 区 别 的 缺陷 . 

(一 ) 涛 集 素 的 分 离 、 纯 化 和 鉴定 

在 亲 和 层 析 技 术 建立 以 前 ， 多 数 采 用 传统 的 蛋白 质 分 级 分 离 
等 一 般 方 法 纯化 凝集 素 , 如 硫酸 铵 分 级 沉淀 、 离 子 交 换 层 析 、 分 子 
往 凝 胶 过 滤 、 超 离心 等 ， 以 上 方法 现在 有 时 仍 使 用 , 但 用 得 更 多 的 
方法 是 凭借 凝集 素 专 一 地 和 可 逆 地 与 糖 结合 的 特性 ， 利 用 固定 化 
的 糖 衡 生物 作为 亲 和 吸 附 剂 来 纯化 这 类 蛋白质. 其 原理 与 其 他 具 
有 专 一 结合 位 置 的 生物 聚合 物 , 如 抗原 和 抗体 的 亲 和 、 酶 与 底 物 或 
抑制 剂 的 亲 和 相 似 。 由 于 凝集 素 不 修饰 与 它 结合 的 化 合 物 ， 反 应 
更 为 简单 . 
“分 离 凝集 素 通 常 先 用 生理 盐水 或 缓冲 液 抽 提 样品 ， 含 脂 质 较 

多 的 物质 , 一 般 用 易 挥 发 的 有 机 溶剂 和 甲醇 、 低 沸石 油 醚 等 作 预 抽 

提 , 除去 脂 质 和 其 他 脂 溶性 物质 ， 抽 提 液 经 硫酸 铵 分 级 沉淀 , RA 
效 集 素 活 性 部 分 ,利用 亲 和 层 析 技 术 进 行 纯化 . 

下 面 介 绍 几 种 常用 凝集 素 的 纯化 和 鉴定 方法 . 

1. RREWMDH 1 

G) 伴 刀 豆 凝 集 素 (OonA) 

【材料 和 试剂 】 

J). Canavalia ensijormis)， 购 自 海南 岛 ， 系 从 美国 引种 . 

Sephadex G-50 或 G-75， 系 Pharmacia Fine Chemicals 产 
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【操作 】 

JJG (Canavalia ensiformis, 不 是 我 国 食用 刀 豆 ) RT 
100 g, BR, MAM ABE IK 600 mL, 4°C TPE 2~3 小 时 ,或 
置 冰箱 过 夜 . 4£C, 10 000xg 离心 30 4h, RI 400 mL A 
理 盐水 如 前 法 再 抽 提 一 次 ， 合 并 两 次 抽 提 液 , 置 冰 浴 中 , 加 入 固体 
Bi RR Ek 7 307% 饱和 , 在 冰箱 中 放置 2 小 时 或 过 夜 .4 9,10 000 xg 
离心 30 分 钟 , 取 上 清 液 , BS, MAR ARREE 80% 饱和 
置 冰箱 过 夜 ， 4', 10 000xg 离心 30 分 钟 , 取 沉淀 , 溶解 于 生理 
盐水 中 , 并 对 生理 盐水 透析 ， 至 外 透析 液 中 测 不 出 SOx? 用 BaSOs 
ULE RV AM); 然后 对 荆 mol/ 工 NaOl 溶液 作 平衡 透析 :将 经 平 
衡 透 析 的 内 透 液 ,吸附 于 经 1mol/ 工 NaOl 溶 液 预 平衡 的 Sephadex 
G-50 BY G-75#: (2.5x45em), 3E 1 mol/L NaOCl BRR, F 
洗 液 的 光 密 度 (ODasonm) {KF 0.02, BA A O-1 mol/L 0.2 
mol/L #47 HH 1 mol/L NaCl 溶液 洗 脱 ， 分 管 收集 ， 将 ODasoi 
大 于 0.5 的 各 管 合 并 , 对 蒸 馅 水 透析 至 外 透 液 中 测 不 出 葡萄 糖 ( 用 
酚 - 硫 酸 法 测定 ) ,冷冻 干燥 , 4H ConAI1~1.5¢. 产 率 的 高 低 与 刀 
豆 的 来 源 有 关 , 同一 品种 不 同 产地 的 刀 豆 , 凝集 素 含 量 亦 可 能 有 差 
别 . 
纯度 及 活力 鉴定 ， 用 上 法 纯化 的 ConA, 经 SDS- 聚 丙烯 酰胺 
凝 脉 电泳 (电泳 缓冲 液 为 p 互 8.9 的 Tris- 甘 氮 酸 缓冲 液 ) 考 马 斯 
亮 蓝 染色 , 在 胶 上 出 现 3 一 4 条 着 色 带 ( 单 体 . 二 聚 体 和 四 又 体 , 亦 
可 能 有 片断 亚 基 ) . 用 新 鲜 免 血球 测 血 凝 活力 ,使 新 鲜 免 血球 50 7 
凝集 的 最 低 蛋 白质 浓度 (根据 ConA 的 消光 系数 卫 8ona 一 13.7 计 
算 ) H1~2 Ng/mE( 血 凝 活力 允许 £2 倍 的 误差 ) ;不 同 来源 的 刀 
豆 , 血 凝 活力 可 能 有 差异 . 

(ii) Zw (WGA) | 

FB BES HT FG S&S BPS Fa A HA sea 4, ON HAE A-Sepharose 
4B, 甲壳 素 ， 猪 胃 粘 蛋白 糖 肽 -Sepharose F, ACSA ASEH 
作 亲 和 吸附 剂 的 方法 ， 甲 壳 素 可 从 试剂 厂 购 置 , RAO, 并 
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能 反复 使 用 . 

【试剂 】 

Ze, BFL IMT. 

DEAE-# 4: % (DE-52),; Whatman?" i. 甲壳 素 (颗粒 状 ) 
上 海 试 剂 二 厂 生 产 . 

三 产 甲 基 氮 基 甲 烷 (ITris): 上 海 新 华 化 工厂 生产 . 

【操作 】 

ZENE GRAM RA HX ZK) 1 kg 加 0.5mol/ 工 甲酸 3L,4C 搅 
拌 竺 小 时 ,纱布 过 滤 . VERT 4°C, 16 000xg Bb 15 分 钟 , 取 上 
BR, BKAP, MHARRRA 40% 饱和 , 置 冰箱 过 夜 . £0, 
16 000xg 离心 15 分 钟 , 弃 去 上 清 液 , 沉淀 用 40 和 饱和 硫酸 铵 洲 
液 洗 涤 一 次 . 然后 溶 于 p 也 7.8, 0.010 mol/L Tris-HCl 缓冲 液 , 离 
心 除 去 不 溶 物质 ,上 清 液 对 同一 缓冲 液 透 析 , 至 外 透 液 测 不 出 
S07, 离心 除去 少量 不 溶 物质 ,上 清 液 留待 过 DEA 了 -纤维 素 柱 . 

-DEAHE- 纤 维 素 柱 . 上 清 液 通过 经 pH7.8, 0.01 mol/L Tris— 

HO] 缓冲 液 预 平衡 的 DEAB- 纤 维 素 柱 (3.0x20 cm)， 部 分 杂 和 蛋 
白 被 吸附 除去 , WGA 在 流出 液 中 ( 约 二 5 mL), BAF pH 7.8, 
0.01 mol/L Tris-HCl 缓冲 液 的 10 mol/L ARMM BHR, 
RNAI A 8 mol/L. Re He RET RAE. 

甲壳 素 亲 和 层 析 柱 : 甲壳 素 ( 颗 粒状 ) 先 经 0.05 mol/L HOl— 
蒸馏水 一 0.05 mol/L NaHOOs— 蒸 人 饮水 顺 次 洗涤 至 ODasom 低 
F 0.01, FH & 3 mol/L RW pH7.8, 0.01 mol/L Tris-HCl 
绥 冲 液 平衡 . 将 从 DEAH- 纤 维 素 柱 流出 的 含有 WGA 的 溶液 吸 
附 于 经 如 上 处 理 的 甲壳 素 柱 (3.5x15 cm)， 先 用 平衡 柱 的 缓冲 液 
洗 脱 , 至 洗 脱 液 ODiasomm (KF 0.01, 改 用 含 0.5mol/ 荆 甲酸 的 上 述 
缓冲 液 洗 脱 ， 分 管 收集 ， 流 速 30 mL/h, 将 ODasom 大 于 0.2 的 各 
管 合 并 , 对 蒸馏 水 充分 透析 后 , CAPR, Bei WGA 70 mg.， 不 
同 癌 种 或 不 同 批 的 原料 , 考 胚 凝集 素 的 含量 和 产 率 不 同 , 杂 质 较 多 
的 原料 每 公斤 只 能 得 纯 WGA 10~20 mg, 

鉴定 : 纯化 的 WGA 在 8DS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 进行 电泳 ( 胶 


" 335 - 


= ee 一 - 


浓度 10%, TKI PHT .0, 0.1 mol/L 磷酸 缓冲 液 访 考 蕊 斯 
亮 蓝 染 色 ， 显 示 一 条 蛋白 质 着 色 带 . 从 不 同 品种 麦 胚 纯化 的 凝集 
素 含 同 工 凝 集 素 的 种 类 和 量 不 同 . 已 纯化 的 凝集 素 若 在 DEATH 
纤维 素 柱 上 进一步 分 离 ， 可 得 到 二 个 或 三 个 组 分 ， 有 些 品 种 的 麦 
胚 ,含有 四 种 同 工 凝 集 素 . panei eet Mane 
50% Bese HY Re IRE AR EN 1 g/mL, ANIA) fi A 2 A 
WGA, tn tii Hy AY REA Ze FR. 

(iii) BER BES CRCA:) 

【试剂 】 

Sepharose 4B 或 6B, Sephadex G-100 Pharmacia Fine 
Chemicals. 

乳糖 ,上海 试 剂 二 厂 生产 . 

【操作 】 BED (Ricinus communis) Ff lke, Mma aT 
pH 7.2 fy 0.005 mol/ 工 磷酸 缓冲 液 (WF 0.2 wol/L NaCl KY 
液 )〈 以 下 简称 PBS)», °C RAK. 置 搅 切 器 中 搅 碎 ， 在 冷 室 
(6~8°C) 中 搅拌 2~3 小 时 , 双 层 纱布 过 滤 .滤液 于 4C,17000xg 
离心 30 分 钟 , 取 上 清 液 (注意 : 在 倾倒 上 清 液 时 乡 搅 乱 浮 在 表面 的 
He DRM, GAME, 脂 层 混入 上 清 液 椭 出 可 用 
滤纸 过 滤 除 去 ). BAC, MAA ARREE 60% 人 饱和, 在 冰箱 中 
置 放生 小 时 或 过 夜 . 4 2，10 000xg 离心 30 分 钟 , Hide HA 607% 
饱和 硫酸 狠 溶 液 离心 洗涤 一 次 , 然后 溶 于 p 也 7.2PBS 一 并 对 同一 
缓冲 液 透析 (外 透 液 每 次 3 一 5L,， 换 液 3 次 ). 透析 后 溶液 中 的 沉 
淀 离心 除去 , 上 清 液 进行 亲 和 层 析 . 

Sepharose 柱 亲 和 层 析 : Sepharose 4B 或 6B 柱 6 x 50 cm) 46 
Fi pH_ 7.2 PBS F#4, 然后 将 上 清 溶 液 吸附 于 柱 上 ， 用 与 平衡 柱 相 
同 的 缓冲 液 洗 去 不 亲 和 吸 附 的 物质 ， 至 洗 液 ODssom 低 于 0.01， 
改 用 含 0.1mol/ 工 或 0.2mol/ 工 乳糖 或 半 乳 糖 的 PBS 解 吸附， 
流速 40~50 mL/h, 分 管 收集 .将 含有 凝集 素 (ODssoim 大 于 0.5) 
的 各 管 合 并 ,对 蒸馏 水 透析 , 至 外 透 液 测 不 出 糖 (用 酚 - 硫 酸 法 或 意 
酮 -硫酸 法 测定 ). 将 透析 液 冷 冻 干 燥 , 73 BER BERR HR CROAD AN BS 
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麻 毒 素 (ROAD) 混合 物 180 mg. 此 时 的 血 凝 活力 (使 新 鲜 免 血球 
50% 凝集 所 需 的 最 低 蛋 白质 浓度 ) 为 0.49 pg/mL, 

经 凝 胶 过 滤 可 将 ROAr #1] ROAn 进一步 分 离 . Sephadex G- 
100 和 Bio-GelP-100 均 有 较 好 的 分 离 效果 . 

Sephadex G-100 柱 层 析 : 将 冷冻 干燥 的 ROA: 和 有 卫 OAr 混合 
物 50 mg 深 于 少量 pH7.2PBS, fA # pH7.2 PBS fil F HF HY 
Sephadex G—100 #: (1.2 x 100 cm) 用 同一 绥 冲 液 洗 脱 ， 得 2 个 有 蛋 
白质 峰 ,第 一 峰 为 ROAD 第 二 峰 为 ROAr.， 分 别 对 蒸馏 水 透析 , 冷 
| ORF IB, 78 ROA, 35 mg, ROA, 2.2 mg, | 

鉴定 ;纯化 的 ROAr Fil RO Ar 经 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 ( 胶 浓 
度 为 7.5% , 电泳 缓 冲 液 为 pDH8.9,，Tris- 甘 氨 酸 缓冲 液 )， SoH 
亮 蓝 及 250 染色 , ROA; 和 了 OAr 分 别 显示 一 条 和 蛋白质 着 色 带 . 血 
凝 活力 测定 : FUE ROA, 使 新 鲜 的 免 红 细胞 50% 凝集 的 最 低 和 蛋 
白质 浓度 为 0.1~0.2 wg/mL, 

AB Vel is FE EE RAF AY ROA, 和 -ROAr 含量 不 同 ， 因 此 纯化 的 
ROAI 和 了 OAr 的 得 率 不 同 . 葛 有 贱 籽 的 储藏 时 间 亦 影响 凝集 素 的 
得 率 ， 一 般 新 鲜 的 敬 麻 籽 得 率 较 高 。 纯化 的 ROAi 的 血 凝 活力 亦 
可 略 有 差异 . 

(iv) FE BERR (PNA) 

SAL TE AE ERE TT IE A EE RB AIRE A-Sepharose, # 
处 理 的 Sepharose 4 HK HY Be BAA AE PLR BE, FLEE ht EE ES Fh 
方法 ,下面 介绍 用 乳糖 -淀粉 凝 胶 和 酸 处 理 的 Sepharose 为 亲 和 吸 
附 剂 纯化 花生 凝集 素 的 全 过 程 . 

QD 以 乳糖 -淀粉 凝 胶 为 亲 和 吸 附 剂 

【试剂 】 

乳糖 -淀粉 凝 胶 :， 制 备 方法 见 附注 土 

甘氨酸 : 上 海 生 化 所 东风 生化 试剂 厂 生 产 . 

三 产 甲 基 氮 基 甲 烷 (Tris): 上 海 新 华 化 工厂 生产 . 

【操作 】 

花生 (47oc1is hypogaea) 100 g, BE RE, 4 JHBK (db + 30~60°C) 
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脱脂 , 得 脱脂 花生 粉 50~60 g, IM Ag 0.15 mol/L NaOl fy 0,001 
mol/L 磷酸 缓冲 液 ( 以 下 简称 PBS), pH7.0, 250 mL, Pi yjakp 
HY] 1~2 4} Bh, Ys (6~8°O) 搅拌 1~ 2 mt, 42°C, 10 000xg 离 
心 20 分 钟 ， Uiie  pH7.OPBS 再 抽 提 一 次 ;合并 两 次 抽 提 液 , 置 
KE, MAR ARR E 60% fam, 4°C 放置 4 小 时 或 过 夜 . 
4°C, 10 000xg 离心 20 分 钟 , 沉淀 用 60% 饱和 硫酸 较 溶 液 洗涤 
一 次 ,离心 , 除去 上 清 液 , WMT pH7.0PBS, 并 对 同一 缓冲 液 
透析 (外 透 液 2~…3 工 , 换 液 3 一 4 次 ),， 少量 不 溶 物 离心 除去 ; 内 
透 液 吸 附 于 经 pH7 .0 PBS 预 处 理 的 乳糖 = 淀粉 凝 胶 柱 [附注 人] 
(2.5x15cm), 用 同一 缓冲 液 洗 脱 ， 至 洗 脱 液 ODssomm 低 于 0.01， 
RE J 4 0.5 mol/L NaCl 的 pH4.0 0.05 mol/L +4 @-HOl 
缓冲 液 洗 脱 ， 流速 80 mL/h, 分 管 收 集 ， 将 有 血 凝 活力 的 各 管 合 
并 ,对 蒸馏 水 充分 透析 后 , 冷冻 干燥 , 得 纯化 的 PNA 36 mg. 凝集 
素 得 率 随 花生 产地 而 异 , 含量 低 的 , 100g AER ED BBA 10 
mg PNA, : 

鉴定 ， 纯 化 的 PNA 分 别 作 碱 性 (p 也 8.9, 甘氨酸 -Trig 缓 冲 液 
为 电泳 缓冲 液 ) 和 酸性 (6- 丙 氢 酸 -乙酸 缓冲 液 ，pH4.0 为 电泳 组 
冲 液 ) 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 ( 胶 浓 度 7.5%)， 考 马 斯 亮 蓝 了 sm HE 
色 , 均 显 示 一 条 蛋白 质 着 色 带 . 经 神经 氮 酸 苷 酶 处 理 的 羊 红 细胞 
作 血 凝 活力 测定 ， 使 羊 红 细胞 50% 凝集 的 最 低 蛋 白质 浓度 为 
1.96 we/mL, . 

@ 以 酸 处 理 的 Sepharose 为 亲 和 吸 附 剂 

【试剂 】 

Sepharose 6B, Pharmacia Fine Chemicals 酸 处 理 方法 见 附 
注 (2). 

乳糖 、 半 乳糖 , 均 系 上 海 试 剂 二 厂 生 产 . 

【操作 】 

花生 仁 500g, 脱脂 , 缓冲 液 抽 提 , MRA, Bb, BPTI ， 
@ 法 ， 经 离心 除去 少量 不 溶解 物质 后 的 上 清 液 , 吸附 于 酸 处 理 的 
Sepharose 6B[ 附 注 (2)] 柱 (2.6x36 cm) , 4A pH7 .OPBS 将 作 特 
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异性 吸附 的 蛋白 质 洗 去 , 再 用 含 0.1 mol/L Bk 0.2 mol/L FL HF By 
半 乳 糖 的 pPH7.0PBS 解吸 附 , 将 有 血 凝 活力 的 各 管 合 并 , 对 蒸馏 
水 透析 至 外 透 液 测 不 出 糖 , 冷冻 干燥 , 得 纯 PNA 54 mg 左右 .使 
人 红细胞 凝集 的 最 低 蛋 白质 浓度 为 工 .95 Ag/ mL 

(v) 大 豆 凝 集 素 (SBA) 

半 乳 糖 胺 -Sepharose， N- 乙酰 氨基 半 乳 糖 -Sepharose， 酸 处 
理 的 Sepharose' 猪 胃 粘 蛋白 糖 肽 -Sepharose 均 可 用 于 纯化 大 豆 
凝集 素 . 下 面 介绍 用 酸 处 理 的 Sepharose 和 半 乳 糖 胺 为 亲 和 吸 附 
剂 的 方法 .它们 在 开始 时 抽 提 步骤 相同 . 

KE (Glycine maz)100 g BMH, IA 500 mL0.9% NaCl 
“溶液 . 在 组 织 的 碎 器 中 搅 切 2 分 钟 , 置 冰箱 过 夜 . 4°C, 9000xg 离 
ty 80 分 钟 ， 上 清 液 ( 约 350 mL) BK, MA ARR 50% 
饱和 , BUA 2~4 it, 4°C, 9000 xg 离心 15 Hh, WLI FH 
去 , 上 清 液 置 冰 浴 中 , MAM ARRAS 80% 饱和 , AAR 
WZ. 4°C, 9000xg 离心 415 分钟 , 沉淀 溶 于 0.95% NaCl 溶液 , 并 对 
同一 NaOl 溶液 透析 ， 至 外 透 液 测 不 出 SO ， 然 后 对 0.01 mol/L 
BER th YR—-O.9% NaCl 溶液 (以 下 简称 PBS) pH7 .2 -F #4 Hr. 
少量 沉淀 经 离心 除去 ， 清 液 中 的 大 豆 凝集 素 分 别 用 两 种 亲 和 吸 附 
剂 进行 纯化 . 

中 以 半 乳 糖 胺 -OH-Sepharose 为 亲 和 吸 附 剂 

【试剂 】 

CH-Sepharose, Pharmacia Fine Chemicals, 

半 乳 糖 胺 , 美国 Sigma J" "ih. 

半 乳 糖 腕 -OH-Sepharose 的 制备 方法 见 附注 (3), 

【操作 】 

相当 于 50 g KAHN (NH,) SO. 80% 饱和 的 沉淀 部 分 ， 透 
析 后 吸附 于 用 PBS 预 处 理 的 半 和 乳糖 胺 -OH-Sepharose fF (1.5 x 
12 em)， 并 用 同一 缓冲 液 洗 去 不 吸附 部 分 ， 然 后 用 含 '0. 1mol/ 工 
D- 半 乳糖 的 0.01 mol/L PBS, pH 7.2, MUM. YtZE 30 mL/h, 
FER, 每 管 3 mL, 将 ODssom KF 0.25 的 各 管 合并 , WAH 
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KEM, 按 消光 系数 Eom =15.7 计算 , BSBA 54mg, WHF 
燥 后 置 冰箱 保存 ， pe 

YE: Bite) SBA 在 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 电泳 ( 胶 浓 度 
10%, HARM wR Ay pH7.0, 0.1mol/ 工 磷酸 缓冲 液 )， 考 马 斯 亮 
蓝 Ros 染色 ， 显 示 一 -条 痢 色 深 的 主 带 和 二 条 着色 较 浅 的 带 ， 它们 
的 迁移 率 比 主 带 大 .” 血 凝 活 力 测 定 采用 新 鲜 免 红 血 细胞 ， 使 偶 红 
血细胞 50% 凝集 的 蛋白 质 浓度 为 4Ug/mDL(\ 按 了 Sm 一 15.7 计 
Fe) 

@) 以 酸 处 理 的 Sepharose 6B 7-4 AIR Al 

【试剂 】 

Sepharose 6B, Pharmacia Fine Chemicals. Sepharose 6B 
的 处 理 方法 见 附注 (2) « 

【操作 

50g 大 豆 粉 抽 提 液 ( 上 柱 样品 同 @O) 加 至 已 用 了 PBS 平衡 的 酸 
处 理 Sepharose 6B #:(8x12cm), ih LH PBS 将 未 吸附 
的 蛋白 质 洗 净 , 至 ODssom 小 于 0.01. MAG 0.2 mol/L Ay 
Hy 0.01 mol/L PBS 5% 0.05 mol/L HAM-HCl, pH4.0 HRM 
如 四 ,得 SBA 54mg, 4 SDS—Re Py Ma BERK BEE HB KE ee CHK AR 
件 同 ©), BBLERIAEW, 一 条 着 色 深 , A-RBBR, 但 成 
扩散 状 ， 后 者 的 迁移 率 接近 电泳 指示 剂 前 沿 ._ 还 有 四 条 极 浅 的 春 
色 带 , 其 中 二 条 带 的 迁移 率 介 于 两 条 主 带 之 间 , 另 两 条 的 迁移 率 比 
着 色 深 的 主 带 小 .用 Sephadex G-200 凝 胶 过 滤 , 可 将 旦 扩散 状 的 
着 色 较 浅 的 带 与 着 色 深 的 主 带 分 开 . 

血 凝 活力 测定 表明 > 呈 扩 散 状 的 着 色 带 可 能 是 杂 和 蛋 日 . 从 经 
MAb FH Sepharose 柱 洗 脱 的 活性 部 分 , 使 新 鲜 免 红细胞 50% BE 
集 的 蛋白 质 浓 度 为 7.8 weg/mL.， 经 Sephadex G-200 柱 分 离 后 ， 
在 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 显示 着 色 深 的 一 条 主 带 部 分 的 多 凝 


活力 为 5.2 pg/ml, 


以 上 两 种 亲 和 有 吸附 剂 纯化 SBA 的 结果 表明 SBA 的 得 率 两 者 
相同 , 但 纯度 上 有 明显 差别 ， 用 半 乳 糖 胺 -OH-8epharose 柱 ; 只 需 
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一 次 分 离 即 可 得 到 较 纯 的 SBA. 但 制备 这 种 杂 和 吸附 剂 的 原料 
目前 国内 没有 生产 ,， 均 需 进 口 , 价格 也 比较 昂贵. 用 酸 处 理 的 
Sepharose 6B 为 亲 和 吸 附 剂 , 所 得 'SBA 纯度 较 差 , 再 经 Sephadex 
G=200 凝 胶 分 离 后 的 SBA 纯度 虽 与 用 半 乳糖 胺 -CO 了 -Seppharose 
纯化 的 相似 , 但 Sephadex 凝 胶 过 滤 , 大 量 制 备 较为 困难 . 

( 孙 #) 

2. 凝集 素 活 力 及 纯度 鉴定 的 一 般 万 法 

@@ 活力 鉴定 ， 一 般 用 凝集 素 血 凝 活力 的 大 小 来 衡量 凝集 活 
FA. 血 凝 实验 通常 在 室温 进行 ， 待 测 样品 在 小 试管 或 血 凝 板 上 作 
倍 比 稀释 , 然后 加 入 适当 体积 的 2% 红细胞 , 1.5~2 小 时 后 , 肉眼 
或 显微镜 下 观察 结果 ， 以 能 产生 可 见 凝 集 的 凝集 素 最 大 稀 各 度 的 
倒数 作为 此 凝集 素 的 效 价 ， 人 允许 有 一 管 (或 一 孔 +2 倍 ) 的 误 差 ， 
即 测定 效 价 为 64, 可 能 是 .32 至 128。 亦 可 用 分 光 光 度 法 测 定 , 根 
据 红细胞 下 沉 的 速度 与 凝集 素 浓度 之 间 存 在 比例 关系 ， 凝 集 素 与 
红细胞 反应 一 定时 间 后 ， 在 620 nm 测 未 下 沉 红细胞 悬 液 的 沧 吸 
We, 认 光 吸收 值 计 算 凝集 素 的 凝集 活力 . 

使 用 的 红细胞 可 以 是 新 鲜 的 人 红细胞 或 动物 红细胞 ， 常 用 的 
是 免 红 细胞 ， 亦 可 用 经 修饰 的 红细胞 , 如 经 过 木瓜 蛋白 酶 、 胰 蛋白 
酶 、 神 经 氮 酸 背 酶 或 其 他 酶 的 适当 程度 消化 的 红细胞 ,这样 的 处 
理 常常 使 细胞 对 凝集 素 的 作用 更 敏感 .也 有 人 用 固定 化 的 红细胞 
[固定 方法 见 附注 (4)]. 使 用 固定 化 的 红细胞 的 优点 是 不 需要 每 
次 采血 ,固定 化 的 红细胞 , 如 保存 条 件 适 当 , 可 使 用 3~6 个 月 . 

利用 血 凝 板 检测 血 凝 活力 的 程序 ， 第 一 步 ， 在 “V2” 型 血 凝 
板 中 每 孔 加 入 25 /红细胞 缓冲 液 (0.075 mol/L Be RE BE rh WE 
0.075 mol/L 444.94), PHT .2; 第 二 步 ,了 到 凝 集 素 样品 25 pL, 加 入 
BFL, 混 色 后 取出 25 wL, MABOFL, 混 匀 后 再 取出 25.wL, 加 
六 第 三 孔 , 以 此 类 推 , 作 倍 比 稀释 ; 第 三 步 , 血 凝 板 置 于 微型 混和 器 
上 震动 同时 每 孔 加 入 25 pL 29% 红细胞 悬 液 , 红细胞 加 毕 后 继续 
震动 工分 钟 ; 第 四 步 , 红细胞 板 在 室温 (20~250) 或 40 放置 十 5 
~2 小 时 ， 肉 眼 观察 结果 。 无 凝集 时 红细胞 沉 于 “V2? 型 孔 底 部 , 呈 
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一 小 圆 点 ; 凝集 时 红细胞 相互 集聚 形成 一 片 网 络 ,不 下 沉 . 

血 效 活力 以 产生 血 凝 作用 (50% BE SE) FT es Ae IK BE Be He HR 
度 \ 以 凝集 素 量 或 蛋白 质量 表示 ng/mU) 或 最 低 浓度 的 倒数 
Gug/mIDL) 一 表示 ,， 亦 可 用 凝集 素 样品 的 稀释 倍数 即 效 价 麦 示 .， 必 
须 指 出 的 是 以 效 价 表示 凝集 素 的 血 凝 活力 ， 要 同时 说 明 凝 集 素 样 
品 的 初始 浓度 , 否则 无 法 比较 . 

@ 纯度 鉴定 : 鉴定 凝集 素 纯 度 的 方法 与 鉴定 一 般 蛋 白质 的 
方法 基本 相同 .目前 , 较为 简便 、 较 为 普遍 使 用 的 方法 是 聚 丙烯 栈 
胺 凝 胶 电 泳 ， 经 考 马 斯 亮 蓝 或 银 染色 ( 银 染 色 比 考 马 斯 亮 蓝 灵敏 
50~100 税 ) ,着色 带 即 是 蛋白 质 带 ， 纯 物质 应 只 显示 一 条 着 色 带 . 
但 有 的 具有 同 工 凝集 素 的 纯化 产品 可 出 现 不 止 一 条 着 色 带 ， 有 的 
凝集 素 如 ConA,， 同 时 存在 几 种 不 同 的 聚合 体 , 亦 可 出 现 一 条 以 上 
的 着 色 带 . 此 外 , 超 离心 、. 凝 胶 过 滤 等 鉴定 蛋白 质 纯度 的 方法 亦 可 
用 于 鉴定 凝集 素 纯度 Ke TKEWMRADR, WARRAREAR 
研究 方法 的 文献 . 

© 糖 蛋白 鉴定 ， 凝 集 素 多 数 是 糖 蛋白 , 但 也 有 些 凝 集 素 分 子 
中 不 含 共 价 结合 的 糖 基 , 鉴定 一 种 凝集 素 是 否 为 糖 蛋 白 , 主要 检测 
分 子 中 是 否 含有 共 价 结合 的 糖 基 . 检测 方法 可 以 在 聚 丙烯 酰胺 北 
胶 电泳 后 做 糖 染色 , 也 可 在 溶液 中 进行 糖 的 显 色 反 应 . 

(a) 电泳 凝 胶 的 糖 染 色 法 

常用 的 糖 染色 的 方法 有 过 碘 酸 -8ch 进 试剂 和 阿尔 新 蓝 
(Alcian blue) 染 色 . 

过 碘 酸 -8Schif RARE: BHA, BERR, RF 
10% 冰 乙 酸 -20% 甲醇 溶液 , 换 液 数 次 ， 过夜. 然后 用 含 72 wK 
CMW 1% 过 碘 酸 溶液 于 汪 C， 黑 瞳 中 氧化 工 小 时 ， 随 即 用 107%. 
冰 乙 酸 充 分 浸 洗 凝 胶 ， 换 液 数 次 ， 至 凝 胶 中 残留 的 过 磺 酸 全 部 洗 
净 ， 最 后 用 Schiff aT 4°C 在 黑暗 中 业 色 二 小 时 .染色 后 的 北 
RY RAF A 1% 偏重 亚硫酸钠 (NasSsOsj Al 0.1 mol/L HCl 的 
溶液 中 . 

这 一 方法 主要 是 染 唾液 酸 含量 高 的 糖 蛋白 ， 对 吓 液 酸 含量 狗 - 
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或 不 含 唾 液 酸 的 糖 蛋白 不 灵 人 敏 . 

Schiff 试剂 的 配制 :0.8g Bh HE tik Zr YA fH FF 200 mL Ze 1H HK 
(40~50°C) , 冷 玛 室温 后 ,加 入 二 .37 g Ai IW RA A 2.1 mL we 
盐酸 , 搅拌 ,并 加 入 一 匙 活性 炭 , 再 搅拌 数 分 钟 , 直至 溶液 颜色 全 部 
Ae, 然后 ,用 滤纸 过 滤 , KIC EY Schiff 试剂 贮存 于 棕色 瓶 
中 , 保存 于 冰箱 内 、. 

(b) 阿尔 新 蓝 染 色 

电 沪 完毕 后 , 将 凝 胶 取 出 , 置 于 了 2.5% 三 氯 乙酸 中 国定 30 分 
钟 ,用 蒸馏 水 轻 轻 漂洗 . 然后 放 入 含 7% 冰 乙 酸 的 革 2 MBAR 
中 氧化 土 小 时 ,用 蒸 饮水 充分 漂洗 ， 除 去 多 余 的 过 碘 酸 . 再 放 
入 0.59% 的 偏重 亚硫酸钠 溶液 中 , 以 还 原 残 留 的 过 碘 酸 .30 分钟 
后 ,用 蒸馏 水 充分 洗涤 .最 后 用 0.5% BRR AF TS KAR) 
溶液 染色 4 小 时 . 

© 溶液 中 的 糖 显 色 法 : 常用 的 显 色 剂 有 芍 酮 -硫酸 和 苯酚 - 硫 
RR. 

A -HR . PM 1 mL, MA 2mL0.2% 草 酮 - 
浓 硫 酸 溶液 , 室温 放置 15 分 钟 . 含 糖 样品 变 绿 ,不 久 变 青绿 色 , 已 
糖 : 戊 醛 糖 6- 脱氧 己 糖 、 糖 醛 酸 等 均 能 显 色 .于 620 nm 比 色 ,此 
法 可 用 于 糖 的 定量 测定 . 

苯酚 -硫酸 显 色 法 : 样品 2 mL, MA 80% 苯酚 0.1mL Mw 
硫酸 5 mL, BY, MLE 30 分 钟 ， 具有 游离 还 原 基 的 已 糖 、 双 
Oi Se IE CIN PRIMED, 显 桔 黄 色 , 光 吸收 高 峰 在 
485~490 nm, 本 实验 室 取 489 nm 波长 比 色 .苯酚 -硫酸 试剂 与 
成 糖 、 甲 基 戊 糖 和 糖 醛 酸 反应 物 的 最 高 光 吸 收 在 480 nm, 氨基 糖 
则 不 与 之 作用 .， 亦 可 用 于 糖 的 定量 测定 . 

附注 

乳糖 -淀粉 凝 胶 亲 和 吸附 剂 的 制备 : 4g 可 溶性 淀粉 和 
800 mg 乳糖 , 悬浮 于 10 mL Ak, MA 15 mL5 mol/L NaOH, 
F 87°C 边 抄 拌 边 滴 加 10 mL 环 氧 氯 丙烷 (epiohlorohydrin)， 至 
成 胶 状 ,87 保温 工 小 时 , 研 碎 , 用 蒸 馅 水 充分 洗涤 后 备用 . 
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@ Sepharose 6B 的 酸 处 理 ， 将 50imL Sepharose 浸泡 年 
).2 mol/ 工 五 O1， 随 即 移入 玻璃 砂 芯 漏斗 ， 并 用 0.2 mol/L HOl 
于 室温 洗涤 数 次 , HAF, 呈 湿 饼 状 ， 转 移 至 100 mL 0.2 mol/ 工 HO) 
中 ,于 50°C 水 浴 震 摇 保 温 2 小 时 ， 然 后 在 玻璃 砂 芯 漏斗 中 顺 次 用 
Ze ta7k. &1mol/L NaC! 的 0.05 mol/L 醋酸 钠 绥 冲 液 pH6.0 
洗涤 . FA Drie ROP MRK (1 mol/L NaCl) 平衡 洗 涤 , 即 可 使 用 . 

@) =-4 FL BF HR-CH -Sepharose 4B 的 偶 联 ，GH=-Sepharose 
4B(4.5¢) #£0.5 mol/L NaCl 溶液 中 泡 胀 ， 并 用 同一 溶液 洗涤 三 
次 , 离心 , 沉淀 用 蒸馏 水 洗涤 , 除去 NaCl, 将 凝 胶 悬 浮 于 蒸 饮 水中， 
使 成 75 mL 的 浆 状 液 . 室温 下 , 边 挠 拌 边 加 入 300 mg 4 FL eR 
盐酸 盐 , 并 用 O.1 mol/L NaOH 溶液 调 p 互 至 5.0， 随即 加 入 图 体 


1- 乙 基 :8-(3- 二 甲 氨基 两 基 ) 碳化 二 亚 胺 盐酸 盐 [1-ethyl-8-(8- 


dimethylaminopropy]l)carbodiimide 吾 O1，150 mg]， 在 5 分 钟 
的 过 程 中 加 完毕 ,10 4} 4h ae pH EFAS 5.3, 以 后 则 保持 恒定 . FE 
续 搅 拌 工 小 时 ,然后 在 室温 放置 20 小 时 然后, MK IA 1 mol/L 
NaCl, 含 1mol/L NaCl 的 0.1mol 工 Tris-HO] 缓冲 液 ( 且 8.6)， 
含 1 mol/L NaCl 的 0.05 mol/L 甲酸 钠 绥 冲 液 (PH3.0)， 含 
1mol/L NaCl fj 0.1 mol/L Tris-HO] 绥 冲 液 (pH8.6) , 2e 787k, 
LEED BeBe, BAT EA. AN BE, 人 
2 mol/L NaCl Wie. 

® 固定 红血球 的 方法 :新鲜 全 血 加 入 抗 凝 剂 GRR ON. 
EDTA KTR), 4C HE 2~7 KR, Bd, A PBS(O.02 mol/L 磷 
酸 缓冲 液 -0.1mol/ 工 NaCl 溶液 PH7.2) 洗 涤 五 次 .然后 用 卫 BS 
将 红细胞 配 成 5% V/V) RU, INA SAAR 2.5% 的 成 二 醛 (用 
PBS 稀释 ,p 也 7.2)， 并 加 入 NaNs 至 最 终 浓 度 为 0.5%, pH A 
改变 , 调 至 7.2, 混 匀 , 室温 , 用 同步 搅拌 器 (50zr/m) BAB ME 10~ 
18 小 时 .经 成 二 醛 固 定 的 细胞 ,用 PBS 洗 涤 三 次 ， 然 后 如 上 步骤 
再 经 甲醛 固定 . Boa, 红血球 用 PBS 洗涤 三 次 , 并 用 PBS 配 成 


10% V/V) WANK RM, 保存 于 4 
: (Ht) 
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(=) 标记 凝集 素 的 制备 

标记 凝集 素 可 用 于 细胞 膜 上 糖 蛋白 或 糖 脂 的 定位 ， 或 用 于 电 
泳 分 离 后 糖 蛋白 或 糖 脂 的 显示 , 亦 可 用 于 组 织 化 学 的 定位 观察 . 标 
记 凝 集 素 可 有 多 种 不 同 的 类 型 , 常用 的 有 放射 性 、 荧 光 、 酶 、 铁 蛋 : 
白 、 血 蓝 蛋 白 等 几 种 标记 的 凝集 素 . 标记 凝集 素 的 制备 方法 与 标 
记 抗 体 相 似 . 

1. FH i RIZREE 

WATE Dy io Bt A TE EB a, HE Pat 
ABHOR, (eRe. 放射 性 标记 的 凝集 素 以 标记 方法 和 放 
射 源 而 言 , 有 多 种 类 型 ,本 文 仅 介绍 几 种 放射 性 碘 标记 凝集 素 的 制 
GR, 

为 了 使 结果 可 靠 ,用 于 标记 的 凝集 素 必 须 很 纯 , 没有 其 他 蛋白 
质 的 污染 ; 标记 的 方法 应 不 导致 凝集 素 生物 活力 的 改变 .3 工 或 
“ 工 标 记 的 常用 方法 是 Greenwood 的 氯 胺 卫 氧化 法 ， 亦 可 用 乳 过 
氧化 物 酶 和 HO. 为 氧化 剂 . 

G) IT-WGA 的 制备 
【试剂 】 

2H 4G HY 3 We BE Bt (WGA) , 制备 方 法 见 第 334 页 . Na**l, 
由 原子 核 所 提供 ; WHA,  Fredericg 等 方法 提取 ; 牛 血清 清 
A, # Cohn 等 方法 制备 ; 98 Hie A-Sepharose 4B, 制备 方法 见 
第 855 页 . 

【操作 】 

10 wL 含 200 ug WGA 的 0.2mol/ 工 pH7.4 的 磁 酸 缓冲 液 

(以 下 简称 PB)， 与 100 wL 4 1.5~+2 mOi Mk Nal 的 溶液 
HA, MA 20 AD FAK T 100 wg 的 PB, 于 室温 剧烈 振 摇 50 秘 ， 
然后 加 入 20 wL 含 200 mg 偏重 亚硫酸钠 (Na.8.0;) J PB, # Ik 
RM. Kiel 测 标记 率 . Ki wl Me 1 mL1% 4+ iy 
A (BSA) 中 混 匀 ， 测 放射 性 (总 放射 性 ) . SRILA SA BLY 7% 
SA CR (TOA) 溶液, BS, BH 2 分 钟 ,离心 , MARL WI 
FAG 37% TOA BY PB 离心 洗涤 五 次 , 测 沉淀 的 放射 性 
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pig — EE 100%. 

1-WGA Wirid A 40~60%. JR AWWA 0.1 mol/L 
pH7.4 hy PB iF @ AY ON ih A-Sepharose 4B #: 1 mL), 
WGA 吸附 于 柱 上 .， 用 预 乎 衡 柱 的 缓冲 液 ， 将 未 反应 的 游离 磺 
洗 去 ， 洗 至 洗 脱 液 基本 不 含 放 射 性 (接近 本 底 ). 然后 .用 
0.2mol/ 工 乙酸 解吸 附 ， 将 吸附 于 卵 烙 蛋白 -Sepharose 柱 上 的 
“I-WGA MT, 分 管 收 集 , 每 管 工 mL,， 置 井 型 计数 器 内 计数 ,将 
放射 性 最 高 的 工 或 2 管 合并 , wim NaOH 溶液 中 和 ,并 立即 加 六 
牛 甸 清 清 蛋 白 ,， 作 为 保护 剂 ， 纯化 的 TI-WGA 的 比 放 射 性 在 
2~4 wCi/ug WGA, 存 放 于 —20°C 冰箱 , 可 用 一 个 月 . 

(i) TI- 半 夏 蛋白 的 制备 

半 夏 蛋白 是 从 半 夏 块茎 中 分 离 的 一 种 植物 蛋白 ,不 含 中 性 糖 . 
BERRA WE ao SBA 44000; SDS-PAGE 测定 分 子 量 为 
10 500. 与 甘露 聚 糖 专 一 结合 ,但 不 与 葡萄 糖 的 育 糖 结合 ,在 这 一 点 - 
上 与 已 知 的 对 甘露 糖 专 一 的 凝集 素 不 同 ， 已 知 的 与 甘露 糖 结合 的 
凝集 素 也 与 葡萄 糖 结合 . 半 夏 蛋白 具有 族 集 细胞 和 促 淋 巴 细胞 分 
ANE, 它 的 凝集 细胞 和 促 细 胞 分 裂 的 作用 都 具有 供 体 专 一 性 , 

【试剂 】 

纯化 的 半 夏 蛋白 : 系 陶 宗 晋 等 制备 (参见 第 858 页 文献 )。 

Na 1, 牛 血 清 清和 蛋白 : 按 Cohn 等 方法 制备 ( 见 文 献 ). 

Sephadex G-50, Pharmacia Fine Ohemicals 7= 44. 

【操作 】 

20 wL & 300 ug KEE AW 0.2:mol/L pH7.4PBY¥ K+, 
MA 1 mCi KR Nal, 混合 后 , 加 入 20 wh FA Ke T 100 wg 
A PB, Fie Wied 50 秒 ， 然 后， MA 20 uL 含 偏 重 亚 硫 酸 
钠 200 ug HY PB, Ait. RiplLwWpics, ATH. 反应 
液 加 入 经 牛 血清 清 蛋 白 饱 和 及 0.1moyL、PpH7.4EB 预 平 衡 的 
Sephadex G-50 柱 (0.8X25 om) , 然后 用 预 平 衡 柱 的 缓冲 液 洗 脱 ， 
分 管 收集 , ER Ll mL, 置 井 型 计数 器 计数 , 得 到 2 个 放射 性 峰 , 第 
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一 个 峰 为 标记 半 夏 蛋白 ,第 二 个 峰 是 未 反应 的 Na2T， 纯 化 了 的 
125T- 半 夏 蛋 白 溶 液 中 ， 立即 加 入 等 体积 工 %- 牛 血清 清 蛋白 .一 I 
半 夏 蛋白 的 比 放射 性 为 2 一 3 wCi/ug 半 夏 蛋白 .一 20 冰箱 保存 ， 
可 用 一 个 月 . 
Ga 25T-OonA 的 制备 ( 氯 胺 卫 法 ) 
【试剂 】 
纯化 的 ConA 制备 方法 见 第 338 页 . 
Na]. 和 牛 血 清 清 蛋 白 . Sephadex G-5035 8 346i, 
【操作 】 

10 pL 4 200 ug ConA 的 0.1molL pH7.4PB 中 ， 加 入 
1mOi 的 无 载体 Nal, Als, MA 20 号 氯 胺 工 ( 含 氯 胺 了 
100 wg)， 室 温 剧 烈 振 摇 50 秒 ， 然 后 加 入 20 uL 含 偏 重 亚硫酸钠 
200 ug 的 了 PB; 终 止 反 应 ， 取 工 /D 测 标记 率 , 为 60~70%. HR 
DIE AINA 0.1 mol/L pH7 .4 PB fie 4 fy SephadexG-50 
#1 mL) , FA AE aE OP RE EAR RY AS EBS Nal, 至 洗 出 
液 中 的 放射 性 接近 本 底 . 然后, FA 0.2 mol/L Fj 4g HH AY 0.1 
mol/ 工 PH7.4PB 解吸 附 ,分 管 收集 ,每 管 工 mL, 置 井 型 计数 器 计 
数 , 将 放射 性 最 高 的 工 和 2 管 合 并 , 并 立即 加 入 等 体积 工 % 牛 血 清 
WEA. AeA 0.1 mol/L, pH7.4PB 透析 , 每 次 1000 mL PB, 
换 液 三 次 ， 纯化 的 38TI-OonA 的 比 放射 性 为 2~3 wOi/ue 蛋白 
质 ， 存 放 于 —20°C 冰箱 可 用 一 个 月 . 

标记 凝集 素 的 比 放射 性 与 所 用 Nal? 的 比 放 射 性 有 关 ， 我 们 
用 的 NatssTI 的 比 放 射 性 , 一 般 不 低 于 50 mOi/mL, 

(> fh) 

(iv) *°I-ConA fy til 4 (Gla 16 RHE) 

ConA 的 碘 标 一 般 多 用 氯 胺 工 方法 ， 所 得 碘 标 物 比 放射 性 高 
(~1.7x10° Bq/mg 和 蛋白质) (A ConA 活性 保存 时 间 较 短 , 我 们 
应 用 乳汁 过 氧化 物 酶 (LP) 法 进行 标记 , 再 经 Sephadex G-50 亲 和 、 
FA DT At, 得 到 高 比 放 射 性 (8.3x10' 一 2.0x10'" Bq/mg 蛋白 质 ) 
高 活性 的 关 I-OonA, 产 物 分 装置 低温 冰 箔 保存 ,可 用 2 个 月 左右 . 
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‘Riz, ConA 250 ug 溶 于 0.2 mol/L PBS(NaOl 浓度 为 0.15 
mol/L)100uL, MAFIA W MF 20 Ng( 约 20 wh) & NaI 
1.0m0i4 20 wl), 反应 是 在 25 0 左右 进行 . 一 分 钟 后 加 六 
0.03% 再 s0s 5 uh 边 加 边 轻 轻 振 萝 ， 以 后 每 分 钟 加 一 次 共 4~5 
次 .继续 反应 5 分 钟 后 加 冰冷 0.05 mol/ 工 PBS(NaCl 浓 度 为 0. 巧 
mol/L) 以 停止 反应 . GER: 加 入 H.0. BA Na “TI 中 的 还 原 性 
保护 剂 含 量 的 多 少 , 需 作 适当 调整 ; ) 

分 离 : 标记 的 关 IOonA 与 未 反应 的 2I 的 分 离 ， 可 采用 
Sephadex G-25 分 子 得 分离 .虽然 Sephadex G-50 是 ConA 的 亲 
和 吸附 剂 ， 但 因 Sephadex G-25 Ky fii ase |), *°I-ConA 排 阻 在 
Sh, 仅 极 少量 吸附 于 表面 , 故 仍 可 用 分 子 筛 分 离 两 者 . 

Sephadex G-25 # (1 x 20 cm) 564 0.05mol/L PBS 平衡 , 再 
用 血红 蛋白 溶液 (于 0.05mol/ 工 PBS KF, 1 mg/mL)1~2 mL 
柱 饱 和 .然后 将 标记 的 混合 溶液 上 柱 ; Ria 0.5 mol/L PBS % 
Shi, 洗 脱 速度 约 24 滴 / 分 , 每 20 滴 收 一 管 ; 测定 各 管 的 cpm (每 分 
钟 计数 ) ,合并 第 一 峰 各 管 为 所 需 的 IOonA. 

纯化 : 用 亲 和 层 析 法 纯化 . 

Sephadex G—50 # (1 x15 cm) Ff 0.05 mol/L PBS -4@j, 然 
后 把 上 述 第 一 峰 上 柱 ， 上 柱 速 度 以 每 分 钟 流出 液 为 6 滴 ;,， Fine 
部 进 柱 后 ， 用 上 工 个 床 体积 PBS 洗 脱 ， 流 速 同上 ， 然 后 再 用 0.05 
mol/L PBS vehi, 但 流速 加 快 , 直至 洗 脱 液 的 cpm 值 明显 降低 且 
基本 稳定 ; 最 后 改 用 0.2mol/ 工 葡萄 糖 (0.05 mol/L PBS 液 ) 洗 及 
(流速 可 以 快 一 些 ) 每 管 收集 20-~30 滴 , 测定 各 管 的 cpm 值 , 合 
并 数值 高 的 管 . 

透析 : 把 上 述 纯化 的 汪 天 OonA AGAR, 对 0.05 mol/L 
PBS 透析 24 小 时 ,白天 每 3~4 小 时 换 一 次 了 BS mk, 待 葡萄 糖 已 
充分 透析 去 除 , We RAH cpm 及 Asaso， 计 算 比 放射 性 ; 最 
后 加 入 血红 蛋白 约 寺 mg/ml 以 保护 Il-ConA, 分 装 小 管 , 低温 
冰箱 保存 , 可 用 约 二 个 月 ， 

(AEX MAB) 
» 348 « 


2. 酶 标记 凝集 素 

酶 标记 凝集 素 既 可 用 于 完整 细胞 , 亦 可 用 于 组 织 切 片 . 其 优 
点 是 同一 标本 既 可 作 光 学 显微镜 观察 ,在 经 钱 酸 固定 后 , 又 可 作 电 
子 显微镜 观察. 

PR AOD BS (fei HK ARP) Fi Ba PE ER aS BS Cf] BK ALP) 是 
常用 的 两 种 酶 , 但 这 两 种 酶 用 来 标记 ConA 都 不 理想 , 因为 它们 都 
是 糖 蛋白 ,能 和 ConA 非 共 价 结 合 ， 标记 时 加 入 甲 基 -甘露 糖苷 
或 葡萄 糖 可 保护 ConA 的 糖 结合 位 点 . 然而 ,， 当 除去 反应 液 中 的 
糖 后 ，ConA-HRP 分 子 间 仍 可 形成 非 共 价 结 合 ， 出 现 沉 淀 ， 使 
ConA-HRP 活性 下 降 . 用 不 含 糖 的 细胞 色素 过 氧化 物 酶 (简称 
CO-Pox) #4t HRP, C-Pox 与 ConA 不 会 形成 非 共 价 结合 ， 可 避 
免 产 生 沉淀. 

凝集 素 与 过 氧化 物 酶 偶 联 , 在 方法 上 与 抗体 相似 , 有 一 pin 
两 步 法 两 种 . 

G@) 半 夏 蛋白 -了 RP 的 制备 (两 步 法 ) 

【试剂 】 

辣 根 过 氧化 物 酶 (RZ= 3),， 上海 生 化 所 东风 生化 试剂 厂 ct 

纯化 的 半 夏 蛋白 . 

甲 基 -甘露 糖苷， 人 

【操作 】 

”将 了 和 mg HRP 加 至 0.2mL1.25% 戊 二 醛 溶液 (用 0.1 
mol/ 工 pH6.8 磷酸 缓冲 液 稀释 )， 室 温 放 置 18 小 时 ， 对 含 甘 氨 酸 
(2mg/mL) 的 0.9% NaCl 溶液 500 mL 透析 ,终止 反应 . 4 小 时 后 
改 为 对 0.9% NaCl 溶液 透析 24 小 时 , 共 换 液 三 次 . 在 经 透析 的 活 
16 ARP 溶液 中 加 入 0.9% NaCl 使 最 终 体积 AL mL, Hi rA 
0.1mL 1 mol/L Na,CO;-NaHOO; 缓冲 液 (pH9.5)， 半 夏 蛋白 10 
mg 和 甲 基 o- 甘 露 糖苷 200mg 深 于 1mz 的 0.9% NaCl 溶液 ， 
室温 放置 380 分 钟 , 然后 缓慢 滴 加 至 ARP 溶液 中 , 4°C 放置 24 小 
时 , 加 硫酸 贸 至 50% 饱和 , 离心 , 弃 去 上 清 液 , 沉淀 用 50% 饱和 硫 
RAT AK, 然后 溶解 于 PH7,2 fy 0.1 mol/ 工 磷酸 缓冲 液 -0.15 
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mol/L NaCl 中 (以 下 简称 PBS) .40 x} PBS 透析 ,每 次 1, 换 
液 三 次 , 离心 ,除去 少量 沉淀 , 上 清 液 中 加 入 防腐 剂 NaNs (2%) ,分 
Ty RAP, 置 冰箱 保存 , 可 使 用 三 个 月 , 如 加 入 甘油 在 —20°C 
保存 , 则 可 保存 六 个 月 至 一 年 , 但 加 甘油 的 酶 标记 和 蛋 筷 往往 使 背 景 
着 色 较 深 . 

(ii) RCA-HRP 的 制备 (一步 法 ) 

【试剂 】 

Bhi 4 BY) Be SR BE SESE CRC Ay), 

乳糖 ,上海 试 剂 二 厂 生产 . 

Sepharose 4B 或 6B， Pharmacia Fine Chemicals 产品 ， 

HRP (RZ=8), E446 Pt AR EAA) Pe a, 

(#2 fF) 

10mg ROA 和 36 mg FL HRY 1 mL pH6.8, 0.1 mol/LPBS 
YW, 室温 放置 30 分 钟 , 加 入 10mg HRP, 384, BCR 5S 4} BR, 
A 0.05mL1% KOE, 室温 温和 搅拌 2). CMAHAR 
(2 mg/mL) fy pH7.2, 0.1 mol/L PBS3& #7, 停止 反应 ;然后 对 
:pH7.2.0.1 mol/L PBS 透析 24 小时, 换 液 三 次 ， 内 透 液 用 
Sepharose 吸附 ， 先 用 PBS 洗 去 HRP-HRP AY, RMF 
Sepharose 的 ROA-HRP 和 ROA-ROA 复合 物 ， 则 用 含 0.2 
mol/ 工 乳糖 的 PBS. 解 吸附 ，ROA-HRP #1 ROA-ROA 两 种 复合 
物 未 能 分 开 . 洗 脱 液 于 40 对 PBS 透析 , 除去 乳糖 .透析 后 溶液 
经 离心 除去 少量 沉淀 , 上 清 液 中 加 入 少量 NaNas (1%) ,分 装 于 安 颜 
瓶 . 冰箱 保存 1~2 个 月 ,活性 基本 不 变 . 

【讨论 】 

制备 OonA-HRP 和 WGA- 也 RP, 不 论 用 一 步 法 或 用 两 步 法 ， 
在 偶 联 反应 完成 后 ,分别 除去 保护 凝集 素 糖 结合 位 点 的 甲 基 e- 甘 
露 糖苷 和 -乙酰 氨基 葡萄 糖 后 ， 逐 渐 出 现 沉 淀 (QonA 更 甚 )， 得 
到 的 标记 凝集 素 活 力 均 较 低 , 不 适 于 用 作 探 针 . 

(iii) ConA—O-Pox 的 制备 

(#2 fF] 
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含 42mg ConA 的 pH7.2,0.1mol/ 工 PBS tmD 与 含 甲 基 o- 
甘露 糖苷 (tmol/I) 的 PH7.2,0.1mol/ 工 PBSt1mL 混和 ,室温 放 
置 工 小 时 ,加 六 0.5 mL C-Pox (10 mg), HY, 5 分 钟 后 加 入 工 
ROE, 使 最 终 浓度 为 0.025% ,温和 搅拌 工 小 时 ， 对 含 甘氨酸 (2 
mg/ml.) ft} pH7.4, 0.1mol/ 工 PBS 透 析 , 停止 反应 。4 小 时 后 ， 
换 不 含 甘 氨 酸 的 同一 缓冲 液 , 继续 透析 24 小 时 , 换 液 三 次 .然后 
与 Sephadex G-200 混和 , 室温 放置 工 小 时 , 砂 世 漏斗 过 滤 ,PBS 洗 
涤 ， 除 去 聚合 的 CO-Pox. 4 & F Sephadex 的 ConA-C-Pox 和 
ConA-ConA 复合 物 ， 用 含 荆 mol/ 工 甲 基 o- 甘 露 糖苷 的 pH7.4 
0.1 mol/L PBS vehi, 4°C 对 同一 缓冲 液 透析 ， 除 去 甲 基 or 甘露 
糖苷 .加 入 防腐 剂 , 置 冰 箱 储存 . 

(iv) ConA-ALP 的 制备 
【操作 】 

ConA (mg/mL7 和 ALPCmng/mD) 深 于 含 0.5mol/ 工 NaOl、 
0.5 mmol/L CaCl, 和 10 mmol/L MnCl, 的 pH7.2, 0.05 mol/L 
PBS 中 .然后 在 混合 液 中 加 入 成 二 醛 ,使 最 终 浓度 为 0.1% ,室温 
放置 .5 小 时 ,加 入 乙醇 胺 (最 终 浓 度 0.1mol/L) ,继续 在 室温 放 
置 2 小 时 ,经 Sephadex.G-200 柱 纯 化 ,吸附 于 柱 上 的 ConA-ALP 
复合 物 用 甲 基 o- 甘 露 糖苷 洗 脱 ,对 大 量 PBS 透析 , RAPS o- 甘 
露 糖苷 , 得 到 的 OonA-ALP 复合 物 ,加 入 防腐 剂 , 置 冰箱 保存 . 

(KEX MRE) 

3. 英 光 标记 凝集 素 

用 荧光 标记 的 凝集 素 作 探 针 较为 简便 ， 是 目前 常用 的 一 种 方 
法 .得 不 能 在 电子 显微镜 下 观察 , 看 不 到 细胞 细微 结构 的 变化 , 是 
其 不 足 之 处 . 

Gi) ConA-FITO 的 制备 

【试剂 】 

纯化 的 ConA, 制备 方法 见 第 888 页 . 

异 硫 氨 酸 荧 光 素 CEITO) , 沈阳 药学 院 制 药 厂 产品 . 

【操作 )】 
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将 ConA (5 mg/mL) 4 FITC (fluorescein isothiocyanate, 
100 wg/mL) YF pH9.0, 0.15 mol/L BRA — Hh (NasHPO, ¥ 
WR, 25°C 保温 搅拌 20 JN AY, et 4 1 mmol/L CaOl,, 1 mmol/L 
MnCl,\1 mmol/L MgCl,,0.5 mol/L NaCl fj pH7.0,0.05 mol/L 
Pris-HOl 缓冲 液 充 分 透析 , 除去 未 反应 的 荧光 素 , 储存 于 暗 冷 处 . 

这 样 制备 的 QOonA-FITO 其 280 nm 与 495 nm 光 密 度 之 比 
为 0.90. 


Gi) ConA-FITO 的 制备 ( 固 相 化 法 ) 

ConA 与 异 硫 氰 酸 荧光 黄 (EITO) 结合 的 方法 虽 有 报道 , 但 结 
#9 (ConA-FITC) 的 F/P 值 ( 光 密度 Asosnm/Assonm) 较 低 .国外 

品 了 /了 值 为 工 左右 , 但 制备 方法 不 明 . 本 实验 应 用 ConA Ayia 
相 标 记 法 , 方法 简便 , 重复 性 好 , 结合 物 FE/ 了 值 达 I.2 A, AS 
未 结合 前 ConA 对 免 红 细胞 凝集 效 价 相同 ， 应 用 于 组 织 切 片 、 单 
细胞 及 凝 胶 电泳 分 离 后 糖 蛋白 的 染色 效果 良好 . 

ConA 固 相 化 - 亲 和 吸 附 ， 称 取 OonA 10mg 溶 于 PBS 
(0.1 mol/L NaCl ¥-F 0.1 mol/L 磷酸 缓冲 液 pH7.4)1 mL 中 ， 
加 200 mg Sephadex G-50 (预先 经 PBS 浸泡 ) KY, B4°C 冰箱 过 
夜 . KA, 吸出 上 清 液 , 用 少量 ( 约 0.5 mL) PBC 洗 Sephadex G- 
50 三 次 ; 合并 各 次 上 清 液 , WEAR E, 1H Cond 吸附 率 , 一 
BE 80~90 % | 


ConA 吸附 率 
_ ConA 蛋白 质 总 量 (mg) 一 上 清 液 中 蛋白 质量 (mg) 
ConA 蛋白 质 总 量 (mg) 
x 100% 


以 上 蛋白 质量 是 测定 溶液 的 Assom， 按 ConA 的 百 分 消光 系 
By (Aim = 13.7) HF. 

ConA 4 FITO #4. #R FITC 1 meg, WF PBS1 mL, & 
滴 加 入 ConA-Sephadex 中 , 4], 轻 摇 20 分 钟 放 置 暗 处 4~6 J) 
时 ( 约 25°C), 然后 装 入 层 析 柱 , 用 黑 纸 包 住 以 避 光 ， 柱 用 了 PBS 
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洗 ,， 直 至 洗 出 液 无 明显 荧光 为 止 ， 改 用 O.2 mol/L jag bi 
PBS 液 中 ) 洗 下 结合 于 Sephadex G-50 上 的 OConA-FITO, Kt # 
有 荧光 部 分 的 洗 脱 液 . 

透析 及 浓 缩 : 上 述 洗 脱 液 对 PBS BH, 去 除 葡萄 精 后 ， 再 用 
聚 乙 二 醇 (分子量 =20 000) 浓缩 至 3mL eA, 装 于 小 管 放 在 低 
温 冰箱 保存 , 可 用 一 月 左右 . 

ConA-FITO 质量 鉴定 ， 

FE/P 值 测定 一 一 吸出 结合 物 0.2 mL， 加 了 PBS2.8 mL( 或 丙 
者 均 用 于 量 ) 测 定 A seom 及 A xsom， 查 FITO 标准 曲线 得 其 浓度 
pg/mL 值 ,ODaso 按 OonA 的 百 分 消 光 系 数 代 入 下 式 计算 得 ConA 
mg/mL 值 . 


xl10 mg/mL, x PE AE A 


=ConA 蛋白 质 mg/mL 


F/p= 102x108 (ConA 分 子 量 ) ug/mL FITO 


-0 936 pg/mL FITC 
; mg/mli ConA 


oe S275 YEW EE ——ConA-FITC (1 mg/mL) eb A eH, & 
IMA HZ 4H HR MK (1. x 10° ~5 x 10°) FE 87°C 保温 30 分 钟 , 观察 凝 
集 反 应 , 记录 血细胞 出 现 凝 集 的 最 低 稀释 度 . 

荧光 染色 一 一 细胞 或 组 织 切 片 加 入 ConA-FITO 液 ( 含 蛋白 
质 约 0.1mgy/mL) 适 量 , 37"C 保温 30 分 钟 ， 后 用 0.1mol/ 工 PB8 
G 互 8.0) 洗 ,在 荧光 显微镜 下 观察 . 

【讨论 】 

(1) 本 方法 有 两 个 优点 ， 一 是 ConA 亲 和 吸 附 于 Sephadex 
G-50 使 之 固 相 化 ,保护 了 它 与 糖 反应 的 基 团 , 使 OonA 在 反应 过 
程 中 性 质 稳 定 , 不 易 失 活 , 因而 OonA 活性 受 加 入 FITO Be. 反应 
温度 及 时 间 等 影响 小 ， 二 是 被 Sephadex GL50 吸 附 的 OonA 是 
有 活性 的 分 子 ， 原 料 中 无 活性 或 低 活 性 的 分 子 及 反应 中 失 活 的 分 
子 , 均 随 溶 液 流出 , 达到 了 分 离 的 目的 ， 
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(2) Sephadex-ConA 与 FITO 在 pH7.4 条 件 下 进行 反应 
生成 的 ConA-FITO 用 葡萄 糖 易 于 洗 脱 ， 如 p 互 偏 高 ， 反 应 后 
Sephadex G-50 上 可 见 明显 荧光 , 但 难以 用 糖 洗 脱 ; 此 时 如 用 甘 氧 
酸 -盐酸 缓冲 液 pH3) 洗 脱 , 洗 脱 物 立即 加 NaHOO, 中 和 ， 也 可 得 
活性 较 高 的 产品 , 但 得 量 稍 低 . 

(KEX MAE) 


4. RE GMiLRRE 

以 铁 蛋 白 标 记 的 凝集 素 作 探 针 , 只 能 用 于 电子 显微镜 观察 .但 
由 于 它 的 电子 密度 大 , 所 得 电镜 图 像 比 酶 标记 的 清晰 . 

ConA- 铁 蛋白 复合 物 的 制备 

【试剂 】 

ConA, 纯化 方法 见 第 333 页 . 

马 脾 铁 蛋白 , 上 海 生 化 研究 所 东风 生化 试剂 厂 生产 . 

Sephadex G-200, Sepharose 2B， 均 系 Pharmacia Fine 
Chemicals 产品 : 

甲 基 o- 甘 露 糖苷 , 上 海 试 剂 二 厂 生产 . 

【操作 ]】 

42 mg ConA 溶 于 1mLpH7.2.0.1mol/ 工 PBS, 5imLF 
1 mol/L FASE o- 甘 露 糖苷 的 同上 PBS 混和 , 室温 放置 30 分 钟 , 加 
入 2mL 马 脾 铁 蛋白 \130 mg) ,室温 搅拌 5 4} Fh, HAI O.1mL1% 
戊 二 醛 , 使 最 终 浓度 为 0.0235 多 . 温和 搅拌 工 小 时 , MA HAR 
(2 mgy/mD) 的 pH7.4.0.1mol/ 工 PBS 透析 AiR. BAD 
与 悬浮 在 pH7.4, 0.1 mol/L PBS 的 Sephadex G-200 JRA, 室温 
放置 1 小 时 ， ConA- 铁 蛋白 和 ConA-ConA 复合 物 5 Sephadex 
结合 .， 砂 世 漏 斗 过 滤 ，PBS8 洗涤 ,除去 聚合 的 铁 蛋 白 BAT 
Sephadex 的 ConA-#&4 A Fil ConA-ConA ae, fA & 1 mol/L 
甲 基 -甘露 糖苷 的 PBS we Wd. 

Sepharose 2B # (2.5 x 35 cm) wean AR FASE aH ie Be 
+ HE BLE BAA pH7.4, 0.1 mol/L PBS 预 平 衡 的 Sepharose 
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3b 柱 (2.5x85 om) EAH, 用 牢 平 衡 柱 的 同一 缓冲 液 洗 脱 ,分 
管 收 集 , 测 340 nm 光 密 度 定 铁 蛋白 量 ， 将 含 ConA 和 铁 蛋 白 量 相 
等 的 (以 铁 蛋白 含量 与 OonA 含量 分 别 对 收集 的 管 数 作 图 , 取 两 条 
曲线 相交 的 部 份 ) 各 管 合并 ，42C, 对 洗 脱 缓冲 液 透 析 , 然后 加 入 上 防 
腐 剂 , 置 冰箱 保存 . 

我 们 制备 的 OonA- 铁 蛋白 复合 物 ， 没 有 进一步 用 Sepharose 
2B 纯化 , 有 关 纯 化 资料 , 系 摘自 文献 . 

(KEX RE) - 

Mt 7 

(i) SN HEE A-Sepharose 的 偶 联 方法 

20 mL (tea Hk FA) YS 16 BU 46 fy Sepharose 4B HE IK, 2 
pH9.0, 0.1 mol/L NaHOOs 缓冲 液 充分 洗涤 后 ， 迅 速 转 移 至 
30 mL 4120 mg 孵 烙 蛋白 的 上 述 缓冲 液 中 ， 4C 温和 挠 拌 A~6 
小 时 , 放 冰 箱 过 夜 ， 砂 芯 漏斗 过 滤 ， 然 后 将 凝 胶 悬 浮 于 50 mL & 
0.2 mol/L HAM NaHCO, 缓冲 液 , pH9.0, 室温 搅拌 工 小 时 ， 
过 滤 ， 顺 次 用 上 述 NaHOOs 缓冲 液 一 2 mol/L NaCl 溶 液 一 0.2 
mol/ 荆 乙酸 溶液 洗涤 , 每 次 均 洗 至 流出 的 洗 液 ODasom 光 密 度 低 于 
0.02， 再 用 蒸馏 水 洗 去 乙酸 ， 最 后 用 上 柱 缓冲 液 平 衡 , 即 可 使 用 ， 
或 加 入 防腐 剂 储存 于 冰箱 . 

卵 粘 蛋 白 与 Sepharose 4B 用 上 述 方法 偶 联 的 偶 联 率 为 70~ 
80 和 为 ，、 卵 粘 蛋白 -Sepharose 可 反复 使 用 多 次 . [Sepharose 活化 
FrE TL F 30) I 

(KEX BAB) 

(=) 固 相 化 凝集 素 的 制备 

根据 凝集 素 具 有 糖 结合 专 一 性 的 特 反 ， 把 凝集 素 固 相 化 ， 制 成 
亲 和 吸 附 剂 , 可 用 于 分 离 .纯化 各 种 糖 蛋白 和 细胞 , 是 一 种 很 有 价 
值 的 工具 . 

FEM +, Bio-Gel 等 都 可 以 作为 固 相 化 凝集 素 的 载体 , 但 用 得 
最 普遍 的 载体 是 Sepharose. 

1. Sepharose 4B 的 活化 


【试剂 】 

Sepharose 4B, Pharmacia Fine Chemicals 产品 。: 

ZH, EMER AgP, re 

W246 A, E. Merck 产品 . 

【操作 】 

Sepharose 4B 先 用 燕 馅 水 洗涤 几 次 ,除去 防腐 剂 后 ， 以 凝 胶 : 
水 = 工 :并 的 比例 , 配 成 悬浮 液 . | 

4% 100 mL fy 2 mol/L RR WY IMB) 100mL Sepharose 4B 
悬浮 液 中 ,. ZR], 然后 加 快 搅拌 速度 , 立即 加 入 10 za 会 
TRL TAY CHR PAK (4 mL CHIN g 溴 化 氰 六 继续 激烈 搅拌 8~ 
LOA Sha, ie Sepharose 4B 凝 胶 倒 入 粗 砂 芯 玻璃 漏斗 内 抽 
滤 ， 并 顺 次 分 别 用 冰冷 的 1000 mL0.1mol/ 工 WRRA 4M, 
1000 mL 的 蒸 饮水 ，1000 mL0.1 mol/L RR Ath (pHs.0) 
洗涤 , Vie, 把 凝 胶 抽 王 成 为 湿 饼 状 , 尽快 转移 到 准备 偶 联 的 凝集 
素 溶液 中 .从 开始 过 滤 到 转移 入 凝集 素 溶液 的 过 程 在 1 2 分 钟 
内 完成 . 《上 述 活 化 过 程 是 有 毒 的 , 应 在 通风 柜 中 进行 操作 : ) 

(AEX BAB) 

2. ConA-Sepharose 4B 的 制备 

【试剂 】 

ConA, 纯化 方法 见 第 333 页 . 

省 化 氰 活化 的 Sepharose 4B, 见 第 3855 页 . 

甲 基 o- 甘 圳 糖苷: 上海 试剂 二 厂 生 产 . 

【操作 ]】 

将 500 mg 的 QonA, 3.9¢ 甲 基 开 -长 露 糖苷 溶解 于 100mL 
0.1 mol/L 磷酸 缓冲 液 (pH8.0) 中， 然后 加 入 上 述 活 化 的 
Sepharose 4B 凝 胶 , 于 4 0, 温和 搅拌 48 小 时 , 置 冰箱 过 夜 . 次 
日 用 砂 芯 漏 斗 过 滤 , 并 用 200 mL 0. 1mol/L BER Ap RK (pH8 .0) 
洗涤 一 次 后 ,将 ConA-Sepharose 凝 胶 加 到 200 mL & 0.2 mol/L 
甘氨酸 的 0.2 mol/L 磷酸 缓冲 液 pH8.0) 中 ,温和 搅拌 工 小 时 ,以 
封闭 残存 的 活化 基 团 . 最 后 在 砂 芯 玻璃 漏斗 上 过 滤 ,并 顺 次 用 
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500 mL fy 2% (4 2k-500 mL 74 0.5 mol/L NaCl fy 0.05 mol/L 
Tris-HOl & th #%& (pH7.6)-500 mL 0.5 mol/L NaCl, i 
mmol/L MnOl。 1mmol/L MgCl., 1 mmol/L Ca0l, fy 0.01 
mol/L Tris-HOl 4 th & (pH7.6) VER. 洗涤 后 的 ConA- 
Sepharose 4B 可 以 直接 装 柱 进行 亲 和 层 析 ， 或 加 入 防腐 剂 ( 如 
0.2% 的 NaNs 或 0.01% 的 Merthiolate)， 置 冰箱 存放 备用 . 偶 
联 率 为 70 一 809%. 

(AEX MAB) 

8. ROA-Sepharose 4B 的 制备 

【试剂 】 

省 化 氰 活化 的 Sepharose 4B, 见 第 855 页 . ， 

ROA,, 纯化 方法 见 第 336 页 . 

乳糖 : 上 海 试 剂 二 厂 生 产 . 

[操作 】 

100 mL 省 化 氰 活化 的 Sepharose 4B HER, FAY pH9.0, 0.1 
mol/L NaHCO; 缓冲 液 充 分 洗涤 , 迅速 转移 至 100 mL & 300 mg 
ROA 和 3.6g 乳糖 的 上 述 NaHCO, 绥 冲 液 中 .40 ,温和 搅拌 4 一 6 
小 时 , 放置 冰箱 过 夜 ,用 砂 芯 漏斗 过 滤 , 然后 将 凝 胶 悬 浮 于 100 mL 
含 0.2 mol/L HARA pH9.0, 0.1 mol/LRBAABRHARK. 3B 
温 , 温 和 搅拌 工 小 时 ,过滤 , 顺 次 用 上 述 NaHCO, 缓冲 液 -2 mol/L 
NaOl 洲 液 洗涤 , 每 次 均 洗 至 洗 液 的 280 nm 光 密 度 低 于 0.02.， 用 
蒸馏 水 充分 洗涤 后 , 再 用 廊 需 缓冲 液 平衡 洗涤 , 即 可 装 柱 使 用 .或 
加 防腐 剂 , 置 冰箱 储存 备用 . 

用 上 述 条 件 制 备 的 ROA-Sepharose 4B 的 偶 联 率 在 90% 以 
a 

(KEX BRB) 

4. RCA-Sepharose 4B(# @ — ke “AF”) 的 制备 

制备 RCA-Sepharose 4B 的 另 一 方法 是 在 载体 与 ROA 偶 联 
前 先 接 一 手臂 ”然后 ROA 再 与 “手臂 " 偶 联 ， 

【试剂 】 
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TAL AU {LAY Sepharose 4B, 见 第 855 页 
ORR. 上 海 试 剂 一 厂 产品 . 
了 CAr 纯化 方法 见 第 336 页 . 
【操作 】 
100 m 工 省 化 氰 活化 的 Sepharose 4B # RY, FA Hy pH9.0, 
0.1 mol/L NaHOO; 缓冲 液 充 分 洗涤 后 , 迅速 转移 入 100imEL409 
己 二 胺 (用 HCl 调 至 pH1i0.0), 4°C, 温和 搅拌 4~6 小 时 , 置 冰箱 
过 夜 . 砂 芯 漏斗 过 滤 . 然后 将 凝 胶 悬 浮 于 100 mL 含 0.2mol/ 工 
HAR LR NaHCO; 缓冲 液 , 室温 ,温和 搅拌 工 小 时 ,过滤 用 
NaHOOs 缓冲 液 充分 洗涤 后 ， 将 Sepharose 4B 凝 胶 移 入 100 mL 
含 成 二 醛 的 pH9.0, 0.1mol/ 工 NaHOOs 缓冲 液 , 室温 , 温和 搅拌 
10 分 钟 , 过 滤 , 用 同一 缓冲 液 充 分 洗涤 ,将 未 作用 的 戊 二 醛 洗 尽 . 
然后 将 凝 胶 转 移入 100mfLL 含 300mg ROA 和 3.6g 乳糖 的 
pH9.0, 0.1 mol/L NaHCO; 缓冲 液 ， 室温 ， 温 和 搅拌 15~20 分 
钟 .， 过 滤 ， 将 凝 胶 再 次 悬浮 于 含 甘氨酸 (0.2mol/ 了 ) 的 NaHOO, 
缓冲 液 , 室温 ， 温和 搅拌 工 小 时 过滤, 顺 次 用 燕 馏 水 一 2 mol/ 工 
NaO] 一 蒸 饮水 一 亲 和 吸 附 时 所 用 缓冲 液 洗 涤 ， 然 后 装 柱 ， 即 可 使 
用 .或 加 防腐 剂 , 置 冰 箱 保 存 备用 . 
固定 化 的 凝集 素 亲 和 吸附 剂 , 可 多 次 反复 使 用 ,不 用 时 悬浮 于 
适当 的 缓冲 液 并 加 上 防腐 剂 ， #£ 10°C WE tk FF, De MK, 
(和 孙 ah 
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附录 “有 关 糖 类 生化 的 文献 查阅 


随 春 糖 类 生化 研究 不 断 取得 新 的 进展 ， 糖 类 生化 有 关 文 献 也 
与 日 俱 增 ， 下 面 介绍 有 关 糖 类 生化 文献 查找 的 主要 途径 . 

工 .， 糖 类 生化 文献 在 期 刊 上 的 反应 

根据 美国 化 学 文摘 (Chemical Abstracts) 有 关 糖 类 生化 文献 
在 各 种 期 刊 出 现 的 频率 , 以 下 一 些 期 刊 常 刊载 糖 类 生化 文献 : 

中 (1) Journal of Viroloyy 病毒 学 杂志 简称 J. Virol. 
1967 年 创刊 ,美国 微生物 学 会 出 版 .专门 刊载 细菌 和 动 植物 病毒 
方面 的 文献 . 

(2) Journal of Biological Ohemisiry 生物 化 学 杂志 ”简称 
J. Biol. Ohem. 1905 年 创刊 , OAH Al, 后 改 半 月 刊 . 美国 生化 协 
会 出 版 ， 主要 登载 生物 化 学 与 分 子 生 物 学 基础 研究 , 包括 技术 和 
方法 、 研 究 论 文 和 简报 . 内 容 涉 及 到 大 分 子 化 学 与 代谢 , 低 分 子 量 
物质 的 化 学 与 代谢 . 

(3) Oarbohydrate Research 研 水 化 合 物 研究 简称 
Carbohydr. Res. 1965 年 创刊 ,荷兰 Elsevier Publishing Co. 出 
版 . 国际 性 刊物 . 主要 刊载 研究 论文 , 内 容 涉及 碳水 化 合 物 的 各 
个 方面 .文章 主要 用 英文 发 表 . 

(4) Agricultural and Biological Chemistry 农业 生物 化 


学 简称 Agri. Biol. Ohem. 1923 年 创刊 ,日 本 农艺 化 学 学 会 


用 英文 出 版 的 学 术 刊 物 ， 内 容 包括 农业 化 学 、 生 物化 学 等 方面 的 
研究 论文 . 

(5) Béiochemical and Biophysical Research Oommunication 
生物 化 学 与 生物 物理 研究 通讯 简称 Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 1959 年 创刊 ,美国 学 术 出 版 社 出 版 ， 及 时 报道 生物 化 
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学 与 生物 物理 方面 的 研究 消息 ， 便 于 研究 人 员 尽 快 地 了 解 研究 动 
向 及 成 果 ， 通 讯 文章 较为 简短 . 

(6) European Journal of Biochemistry 欧洲 生物 化 学 杂 A 

简称 Hur. J. Biochem. FAA Biochemische Zettchrist, 
1906 年 创刊 ，1967 年 改 为 现 名 ,半月刊 ,欧洲 生化 学 会 联合 会 主 
$i, Springer 出 版 ( 西 德 ). 主要 发 表 关 于 生化 、 分 子 生 物 学 和 细 
胞 生物 学 研究 论文 .英文 . 

(7) Federation of European Biochemical Societies Letters 
欧洲 生物 化 学 联合 会 快报 ”简称 LHBS Lett. 1968 年 创刊 , 荷 
Elsevier Science Publishers 出 版 , 主要 发 表 生 物化 学 .生物 物 
理 及 分 子 生物 学 领域 ， 包 括 蛋 白质 化 学 、 酶 学 、 核 酸 、 细 胞 生化 、 代 
谢 、 免 疫 化 学 等 方面 的 研究 成 果 简 报 . 多 用 英文 , 间 用 德 、 法 文 . 

(8) Proceedings of National Academy of Sciences of the U. 
S.A. 美国 国家 科学 院 院 报 简称 Proc. Natl. Acad. Sct. U.S. 
A. 1863 年 创刊 , 是 美国 国家 科学 院 机 关 刊 物 . 专门 发 表 该 院 成 
员 及 由 他 们 所 推荐 的 其 他 科学 工作 者 的 科研 成 果 . 生物 化 学 与 分 
子 生物 学 文献 与 日 俱 增 .， 

(9) Virology 病毒 学 ，1955 年 创刊 ， 原 系 月 刊 ,1976 年 改 年 
出 414 期 ,美国 学 术 出 版 社 出 版 ， 主 要 刊载 病毒 学 领域 研究 论文 . 

(10) Analytical Biochemistry 分 析 生 物化 学 简称 Anal. 
Biochem. 1960 年 创刊 (美国 )， 经常 发 表 以 化 学 、 物 理学 和 生物 学 
理论 为 基础 的 有 关 定 性 定量 技术 方面 的 论文 . 

(11) Journal of Molecular Biology 分 子 生 物 学 杂志 简 
称 J. Mol.Biol. 1959 年 创刊 ， 美 国学 术 出 版 社 出 版 .主要 刊载 
关于 分 子 水 平 上 生物 结构 的 本 质 、 产 生 方 式 与 复制 和 功能 的 关系 
等 方面 的 论文 . 

(12) Journal of Oell Biology 细胞 生物 学 杂志 {aj PRI .Oell 
Biol. 1955 年 创刊 , 53 EA Hh Te EH TE RE HH a, SRE 
涉及 如 何 利用 生物 物理 和 生物 化 学 新 技术 , 如 电子 显微镜 、 超 薄 切 
片 技术 、 负 染色 技术 、X GIA, 研究 细胞 的 超 微 和 亚 显 微 结构 . 
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主要 用 英文 , 有 时 也 用 法 、 德 文 . 

(13) Journal of General Virology 善 通病 毒 学 杂志 简称 
J. Gen. Virol. 1967 年 创刊 , 英国 普通 微生物 学 会 编辑 :剑桥 大 
学 出 版 . 主要 发 表 细 菌 、 动 植物 病毒 等 方面 的 研究 论文 . 

(14) Biochemical Journal 生物 化 学 杂志 {Aj #& Biochem. | 
J.1906 年 创刊 ,英国 剑桥 大 学 出 版 ， 是 英国 生物 化 学 学 会 的 机 关 
刊物 , 主要 刊载 有 关 生 物化 学 方面 的 研究 论文 ， 涉 及 新 陈 代谢 . 生 
物 合成 .生物 氧化 还 原 等 方面 的 文献 . 

(15) Biopolymers 生物 聚合 物 ”1963 年 创刊 ， 美 国 纽 约 
Interscience Publishers 出 版 .主要 刊载 生物 聚合 物 的 性 质 与 功 
能 及 其 合成 典型 聚合 物 的 实验 与 理论 方面 的 研究 论文 . 

(16) Biotechnology and Bioengineering 生物 工程 学 和 生物 
工艺 学 ”简称 .Biotecjnol.， Bioeng. 1959 年 创刊 ,美国 纽约 
Interscience Publishers 出 版 . :介绍 关于 生物 系统 及 其 活动 的 各 
个 方面 的 利用 和 控制 ， 以 及 各 实验 室 为 此 而 进行 的 各 类 研究 和 试 
验 , 包 括 新 技术 和 新 装置 的 使 用 等 . 

(17) Journal of General Microbiology 善 通 微生物 学 杂志 
简称 J. Gen. Microbiol. 1947 年 创刊 ， 英 国 普通 微生物 学 会 及 
辑 , 剑桥 大 学 出 版 . 专 载 普通 微生物 学 方面 的 论文 , AA, A 
菌 、. 营 类 、 原 生动 物 和 病毒 的 各 种 活动 , 以 及 它们 的 构造 、 发 育 、 生 
理 . 遗 传 、. 进 化、 细胞 .分 类 和 生态 等 方面 的 研究 论文 .各 卷 附 作者 、 
主题 与 目次 索引 . 

(18) Nature 自然 英国 ,1869 年 创刊 ,周刊 .是 历史 修 久 
的 综合 性 自然 科学 杂志 .其 中 以 生物 ;生化 、 分 子 生 物 学 等 方面 研 
究 论 文 较 多 .， 此 外 有 各 国 科 研 机 构 及 其 工作 介绍 , 会 议和 讨论 会 
纪要 , 世界 科学 新 闻 及 书评 等 . 

(19) Journal Bibocheoistjg 生 物化 学 杂志 fal HK. Biochem. 
1922 年 创刊 , 日 本 生化 学 会 编辑 出 版 .用 英文 刊载 普通 生物 化 学 
方面 的 研究 论文 及 需要 迅速 发 表 的 初步 研究 简讯 ; :包括 碳水 化 合 
ty AME WS, 生物 大 分 子 构 象 . 核酸 与 蛋白 质 的 生化 遗传 学 : 代谢 


调节 、 低 分 子 化合 物 代谢 等 方面 内 容 . 

(20) 有 蛋白 质 , 核酸 ,酵素 Protein Nucleic Acid and Enzyme 

1956 年 创刊 ,日 本 (共立 ) HR RR). 刊载 蛋白 质 、 核 酸 、 
酶 的 生物 化 学 研究 方面 的 综述 、 casein 研究 课题 、 学 会 动态 和 
书评 等 . 

(1) HAREUMEAA Journal of the Agricultural 
Ohemical Society of Japan 1924 年 创刊 ,日 本 农艺 化 学 会 , 东 
京都 .主要 发 表 有 关 农 作物 的 生化 研究 方面 的 文章 . 

(22) 细胞 (THpe Oe11) 1969 年 创刊 , 日 本 东京 都 . 主要 发 
表 关 了 手 细 胞 的 结构 、 功 能 以 及 光学 和 电子 显微镜 的 应 用 方面 的 文 
章 
人 《23) (The Heredity) 1969 年 创刊 ,日 本 东京 都 . 内 
容 涉及 生物 科学 的 各 个 方面 ， 包 括 研究 进展 的 综 论 ， 基 础 知识 讲 
座 、 实 验 教 材 介 绍 等 . 是 一 种 以 遗传 为 中 心 的 综合 性 生物 学 杂志 . 

(24) IT puxszaduan Buoxumua u Muxpob6uorowa 应 用 生化 学 与 
微生物 学 ， 1965 年 创刊 ， 苏 联 科学 院 编辑 . -刊载 研究 文章 与 简 
iY | 

(25) Buoopranuueckan Xumua 生物 有 机 化 学 1975 年 创 
A, 苏联 科 学 院 编辑 . 刊载 研究 文章 与 简讯 . 刊载 研究 参与 生命 活 
动 重要 过 程 的 有 机 化 合 物 及 其 性 质 . 结 构 和 生物 功能 方面 的 文章 . 

2. 刊载 糖 类 生化 进展 与 方法 的 连续 出 版 物 

(1) Advances in. Oarbohydrate Ohemistry and Biochemistry 
糖 的 化 学 和 生物 化 学 进展 前 名 Advances an Oarbohydrate 
Ohemistry, #6 44 10 2 1969 48S 24 BHM, W.W 
Pigman 等 主编 , 美国 学 术 出 版 社 出 版 . 1945 年 出 第 一 卷 . “ 索 书 
5. 54.581/A 244. 

(2) Methods in Oarbohydrate Ohemistry #8 #4047 i& 
HR. L. Whistler 主编 ， 美 国学 术 出 版 社 (Academic Press) 出 
版 . 1962 年 出 第 一 卷 .* 索 书号 ; 54.561XW 576, 
 。 系 中 国 科学 院 图 书馆 图 书 分 类 号 ,下 同 。 
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其 中 第 三 卷 ， Ce11w1ose 纤维 素 1963 年 出 版 ， 407 i, A 
Al, 有 参考 文献 . 

第 五 卷 . Genera1 Polysaccharides 一 般 多 糖 1964 年 出 
版 , 463 页 , 带 图 , 有 参考 文献 . 

第 著 卷 . “General Methods, Glycosaminoglycans and Gly- 
coproteins ii Aik, Ble RA fe Bs SO 1976 年 出 版 ，293 
页 , 带 图 , 有 参考 文献 ， 

第 八 卷 General Methods 一 般 方 法 1980 年 出 版 349 页 ， 
带 图 , 有 人 参考 文献 . 

(3) Methods in Enzymology 酶 学 方法 1955 年 出 第 一 卷 ， 
由 Colowick Sidney P. 等 主编 , 美国 学 术 出 版 社 出 版 . 内 容 有 核 
BSA LL ER. 生物 膜 等 专题 的 研究 方法 ， 索 书 
号 ;58.17435/O 719. 

其 中 下 列 几 卷 为 糖 的 生化 内 容 : 

35 /\ #8. Complex Carbohydrate 复合 糖 由 Elizabeth F. 
Neufeld #1 Victor Ginsburg #43, 1966 年 出 版 ,759 i, 带 图 . 

第 九 卷 Carbohydraie Metabolism 糖 代谢 由 Willis A. 
Wood 主编 .1966 年 出 版 .777 页 , 带 图 , 有 参考 文献 . \ ， 

#6 — +1 )\ 28. Complex Carbohydrate Part 卫 复 合 糖 1972 
年 出 版 ， 由 Victor Ginsburg + 4%, 1057 页 , #A, 有 参考 文献 

#5 DY +-— #8. Carbohydrate Metabolism Part B % *K #H 
Hy W. A. Wood + 44,1975 年 出 版 , 537 页 , 带 图 表 . 本 卷 收 入 与 糖 
代谢 有 关 的 酶 . 

5 +33, Complex Carbohydrate Part O 复合 糖 1978 
年 出 版 ,由 Victor Ginsburg 主编 . 628 iq, 

5 \4-= 3%, Complex Carbohydrate Part D 复合 糖 1982 
年 出 版 ,由 Victor Ginsburg + 49,684 页 . 

(4) Oarbohydrate Ohemisiry 糖化 学 1982 4F, 3 13 卷 ， 
Buslington House 出 版 . 

3. 术 类 生化 的 重要 专著 和 会 议 系 
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上 .者 关 

(1) Oarbohydrate & 7K41L S 4h (4 ra 英国 London But- 
terworths 出 版 , 344. 这 是 MTP 国际 科学 评论 有 机 化 学 第 一 
辑 的 第 7 卷 . 其 中 包括 糖 蛋白 和 微生物 多 糖 类 的 方法 文章 . “ 索 
书号 ; 54.561/A 841, 

(2) The Carbohydrates, Ohemistry and Biochemistry 糖化 
学 和 生物 化 学 “美国 学 术 出 版 社 ,1972 年 出 版 .由 Pigman Ward 
和 Horton Derek 主编 , 642 i, HHA, *2 45S 54.561/P 631 C 
(2), , 
(3) Oomplex Carbohydrates, their chemistry, biosynthesis 
and functions 复合 糖 类 ， 人 化学、 生物 合成 和 功能 由 Sharo 
Nathan 编 ,1975 年 出 版 ,466 页 .* 索 书号 ; 54.561/5532, 

(4) Glycoproteins ##&G 1966 年 由 英国 London Elsevier 
iM, Gottschalk Alfred 主编 , 628 31, 带 图 ，* 索 书号 54.5613/ 
G 687, 

(6) The Metabolism and Function of Glycoproteins #8 
的 功能 和 代谢 英国 London 生物 化 学 学 会 出 版 ,1974 年 出 版 ， 
176 fi, 及 -M. S. Smellie 和 J. G Beeley 编 ， 带 图 ， ABS WR. 
* 4S. 59 .51715/B 615:1974, 

(6) Glycoconjugates 糖 的 结合 物 美国 学 术 出 版 社 ，1977 
年 出 版 。560 页 , 带 图 , 有 参考 文献 . 内 容 为 哺乳 动物 的 糖 蛋白 和 
糖 脂 的 论文 . “* 索 书号 59.51715/H 816, 

@), The Biochemisiry of Glycoproteins and Proteoglycans 
EO te EO 5 KY AD HOW. J. Lennarz + Hi, 
Plenum Press 公司 出 版 ,1980 年 出 版 ,381 i, 

Tl. 会议 录 

(1) Plateles, cellular response mechanisms and their biological 
significance 血小板 、 细 胞 反应 机 制 和 生物 学 意义 Rew 
子 生 物 学 组 织 于 1980 年 4 月 414~416 日 在 Weizmann 科学 研 
究 所 举行 学 术 会 议 的 会 议 录 ， HA. Rotman 等 编 , 1980 年 
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Chichester Wiley 出 版 . 327 i, 带 图 ， 有 人 参考 文献 . * 达 书号 . 
59 .521083/E.53:1980, | 

(2) Oarbohydrate—Protein interaction 糖 与 蛋白 质 的 相互 作 
用 RES SS F 1977 4 8 A 381~9 9 1 A £€ Chicago 举 
4H 174 次 会 议 的 会 议 录 ， 由 Irwin J. Goldotein + 4, 1979 年 
出 版 ，222 页 , 带 图 , 有 参考 文献 . * 索 书号 . 58， 1742083/4 5120: 
1977. 


(3) Glycoconjugate Research #% 2 & 45 KX 此 书 系 1977 
年 9 月 在 Woods 举行 的 糖 的 第 四 次 国际 讨论 会 的 会 议 录 .由 严 
D. Gregory 等 编 ，1979 年 美国 学 术 出 版 社 出 版 .* 索 书号 ; 


59 .51715/161:1977, | 

(4) Glycoconjugates 糖 结合 物 1981 42 9 H20~25 AZ 
日 本 东京 举行 的 糖 的 第 六 次 国际 讨论 会 的 会 议 记 录 . 由 工 . 
Yamakawa 4j. 日 本 东京 出 版 . 531 页 , WA, 有 参考 文献 .“ 索 
书号 59.51715/261:1981. 

(5) International Symposium on Carbohydrate Chemistry, 
Sth 糖化 学 第 五 次 国际 讨论 会 1970 年 8 月 1 日 一 22 HAE 
BERET. 内 容 涉及 到 糖 蛋白 等 方面 ， 了 ure and Applied 
Chemistry 理论 和 应 用 化 学 杂志 1974 ,Vol. 27, No. 4 为 此 次 会 议 
出 了 专辑 : 

(6) International Symposiuin on Carbohydrate Chemistry, 
6th 糖化 学 第 六 次 国际 讨论 会 1972 年 8 月 坪 日 一 18 日 在 美 
[x] Madison 2847, 会议 录 见 Pure and Applied Chemistry, 1978, 
Vol. 35, No. 2, 


(7) International Symposium on Oarbohydrate Ohem~ 


istry, 8th 糖化 学 第 八 次 国际 讨论 会 1976 44 8 A 16 H~20 
日 在 日 本 东京 举行 .会 议 录 见 Pure and Applied Ohemisiry, 
1977, Vol. 49,No. 8. , | 
(8) International Symposium on Carbohydrate Chemistry, 
Oth 糖 化 学 第 九 次 国际 讨论 会 1978474 10 日 一 葵 日 在 伦敦 
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举行 .会议 录 见 Pure and Applied Ohemisiry, 1978 年 Vol. 50, 
No. 11~12. 

(9) International Symposium on Oarbohydrate Ohe- 
mistry, LOth 糖化 学 第 十 次 国际 讨论 会 1980 年 7 月 7 月 一 所 
日 在 澳洲 Sydney 举行 ， 会 议 录 见 Pure and Applied Ohemisiry, 
1981, Vol. 58, No.1, 、 

(10) International Carbohydrate Symposium, 11th 糖化 
学 第 十 一 次 国际 讨论 会 1982 年 8 月 22 日 一 28 日 在 加 拿 大 
Vancouver 举行 .会 议 录 见 Pure and Applied Ohemisiry, 1983, 
Vol. 55, No. 4, 

4. PRBAAM ICM MEF UHERAFLAH 

I. 文摘 .索引 

G) 西 文部 分 : 

(1) Chemical Abstracts 美国 化 学 文摘 fi KOA, 可 从 
WeSC Hi HY HS i] RG] Keyword Index) 入手. 

例如 ; ia) HF, 4E44 (Carbohydrate, Biochemistry)., 糖 蛋 
H (Glycoprotein, Glucoprotein) , ##4§ (Glycolipid, Glucolipid), 
糖 结合 物 (Glycoconjugates) ,凝集 素 (Lectin) 等 ， 另 外 ,根据 学 术 
会 议 录 的 报道 或 日 常 积累 了 解 有 关 作 者 ， 也 可 方便 地 从 此 文摘 的 
作者 索引 (Author Index) 获 取 文 摘 . 

. @) Biological Abstracts 美国 生物 学 文摘 简称 B4. 使 
用 此 文摘 可 从 关键 词 索引 (下 eyword Index) 和 著者 索引 (Author 
Index) 入 手 , 也 可 从 该 文摘 的 大 类 中 去 检索 . 

例如 : He BA 翻 到 书 前 页 Section Headings) 部 分 ， 检 出 ; 

Biochemistry 

Biochemical Methods, Carbohydrate 
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可 从 “生化 ”(Bioehemistry) 的 下 位 类 “ 糖 的 生化 方法 *“ 糖 的 生化 
研究 -两 部 分 都 可 方便 地 检 出 有 关 文 献 . 

还 可 从 美国 生物 学 文摘 (3B4) 的 概念 索引 (Ooncept Index) 
去 查找 文献 . 翻 到 (3B4) 后 面 附 的 Concept Index #7. 
字 顺 检 出 Bioehemistry， 从 它 的 下 位 类 ， 十 分 方便 地 可 查 出 精 
(Carbohydrates) 的 文献 . 

(3) Déssertation Abstracts International 国际 学 位 论文 文 
摘 “ 和 欲 查 学 位 论文 可 从 此 入 手 。 每 期 文摘 后 附 关 键 词 篇 名 索 
引 (Keyword Title Index), 例如 ， 关 键 词 Carbohydrate 
Biochemistry, Glycoprotein, Glucoprotein, Glycolipid, Gluco- 
lipide, Glycoconjugates , Lectin (凝集 素 ) 等 . 

(4) Chemical Title 化 学 题 录 欲 查 最 新 文献 除 从 前 面 所 
述 主要 期 刊 的 最 新 期 刊 里 去 查找 ， 更 方便 的 方法 是 通过 美国 化 学 
题 录 (Chemical Title) 去 检索 .此 工具 书 附 有 关键 词 索引 ( 区 eyword 
In-Context Index) 和 著者 索引 (Author Index), 例如 : 欲 查 糖 
蛋白 (Glycoprotein) 文 献 ， 首先 取 Chemical Title, 1983, No. 
12 (June, 13) 从 Keyword In—Context Index 检 出 关键 词 
Glycoprotein, 得 出 BBAOAQ-0757-0140， 然 后 ， 往 前 翻 到 杂志 
目录 (List of Periodicals) 部 分 按 字 序 检 出 BBAOAQ， 得 册 刊 名 
Biochim. Biophys. Acta. 再 翻 到 书目 (Bibjiography) 部 分 按 字 
序 查 出 BBAOAQ Biochim. Biophys. Acta, 看 卷 号 、 0140, 即 
可 十 分 方便 地 得 出 作者 和 篇 名 目录 : 

0140: Quarles RH, Barbarash GR, Figlewiez DA, 
Purification and partial characterization of the myelin as- 
sociated glycoprotein from adult rat brain. 

Gi) 日 文部 分 

(1) 利用 “化 学 抄 报 ” 去 检索 文献 : 在 “化 学 抄 报 ”的 类 目 里 ， 
以 “化 学 上 生物 “生化 学 ” “化 学 0 领域 ” J.Biochem.… 部 分 去 
找 文献 . 


NA 


(2) 从 科学 技术 文献 速 报 化 学 ' 化 学 工业 编 \ 国 外 编 , 国内 编 ) 、 
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ER. 翻 到 书 前 页 的 目次 部 分 ， 从 “生化 学 "一 类 的 下 位 类 糖 质 化 
学 ”可 方便 地 检 出 所 需 文献 .此 外 , 也 可 利用 此 速 报 后 面 押 附 的 关 
键 词 索 引 ( 才 一 了 一 下 索引 ) 去 查找 文献 

(ii) 俄 文部 分 

从 苏联 文摘 杂志 (Pehepamuennit §=Kypuar) 的 生物 化 学 
(Buosormuecran Xumua) 部 分 去 查找 ”利用 此 文摘 可 以 从 主题 索 
| (IIpeqmerusiii Yrasarers) 354 R45 (Apropcruii YEasaTeIP) 入 
手 查找 文献 。 

Il. 手册 

(1) Handbook of Biochemistry and Molecular Biology. 
(Lipids, Oarbohydrates and Steroids) 生物 化 学 和 分 子 生 物 学 手 
册 , 碳水 化 合 物 和 脂 类 部 分 由 美国 化 学 橡胶 公司 (CQRO) 出 版 
(1975)。， 本 手册 的 第 三 部 分 为 脂 类 和 碳水 化 合 物 . 从 本 手册 糖 
(Oarbohy-drate) 部 分 可 查 出 : 天 然 醛 糖 , ARM, PEPER, 
哺乳 动物 的 器 官 的 复合 糖 , SEE, TAS OE, 脂 多 糖 等 的 衍生 物 、 分 子 
式 、. 熔 点 .旋光 性 、 色 谱 等 物理 化 学 特性 等 有 价值 的 数据 资料 .“ 索 
书号 ; 58.1'73073/H236 (3) :0. 

(2) Handbook of Biochemistry Selected Data for Molecular 
Biology 生物 化 学 手册 The Chemical Rubber Co., 2nd., 1970. 
本 手册 是 美国 化 学 橡胶 公司 (CRO) 出 版 的 整套 手册 中 的 一 种 .由 
美国 国家 卫生 研究 院 互 . A. 索 伯 尔 博 士 主 纺 , 在 许多 生化 学 家 的 
直接 合作 下 配 成 . 此 手册 是 现代 生物 学 各 学 科 的 重要 参考 手册 . A 
部 分 为 缩写 与 命名 , 其 中 也 包括 碳水 化 合 物 、 脂 类 等 的 缩写 与 命名 
的 规则 .D、 互 部 分 ; 分 别 介绍 生物 活性 物质 和 生物 大 分 子 , ABB 
述 了 它们 在 自然 界 存在 的 状态 、 物 理性 质 、 化 学 性 质 、 物 化 性 质 和 
生化 特性 , 分 离 、 分 析 和 制备 方法 ， 其 中 D 部 分 是 讲 碳水 化 合 物 ， 
书 来 附 有 全 册 的 主要 术语 索引 . “* 索 书号 ; Y58.173073/ 互 236(2) . 
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近年 来 的 学 术 会 议 , 尤其 是 国际 性 的 会 议 ; 就 出 版 会 议 文件 而 
言 ,已 经 基本 上 放弃 了 刊行 单 卷 或 多 卷 会 议 录 的 形式 , 代 之 的 是 会 
议 报 要。 这 种 改革 适应 了 时 代 的 要 求 ,因为 篇 幅 较 长 的 详 文 ; 恒 行 
费时 , 出 版 往往 在 一 到 二 年 以 后 ,会 议 组 织 者 一 般 建 议 在 者 投 某 一 


事先 联系 的 定期 学 术 刊 物 ， 只 在 论文 题目 附注 说 明 是 茶 一 学 术 会 


议 的 论文 ， 或 者 也 可 以 安排 一 次 会 议 专 号 sc 这 类 安排 的 出 版 时 间 
一 般 不 会 落后 。 

这 本 小 书 ， 不 纯粹 是 会 议 上 报告 的 论文 ， 大 部 分 是 会 后 补充 
或 改写 的 , 因此 就 不 完全 是 一 册 会 议 录 ,但 是 在 出 版 的 时 间 止 是 拖 
了 很 久 的 ,对 于 作者 或 编辑 来 说 , 出 版 拖 了 时 间 , 总 不 会 感到 和 舒服, 
可 是 迟 出 比 不 出 还 是 强 得 多 , 象 这 本 小 书 ,应 该 两 年 出 版 的 拖 到 了 
四 年 , 自然 是 迟 了 , 但 终究 是 出 版 了 ;读者 有 物 可 读 / 书 中 所 记 ， 芍 
属 作者 累积 的 经 验 ,对 研究 糖 的 读者 , 仍 具 有 参考 价值 。 

这 本 小 书 , 在 青岛 的 糖 " 会议 上 , 众 议 由 北京 大 学 的 张 惟 杰 同 
志 承 担 总 的 工作 , 他 欣然 应 多 了 。 BIRR HUAN Re HM, RA 
莫 过 于 惟 杰 同 志 了 , 他 为 此 奔走 于 京 津 沪 与 东北 等 地 之 间 ,并 赖 书 
信 往 返 以 维系 联络 ,此 书 终于 出 现在 读者 面前 s 虽然 迟 子 ， 仍 能 起 
一 定 作用 ,饮水 思源 ， 作 为 "做 糖 写 糖 "的 鼓吹 者 ,我 愿 对 本 书 的 作 
者 、 编 者 以 及 许多 出 过 力 的 同志 表示 衷心 的 感激 ! 
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